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ABSTRAKT 
Teoretická část této diplomové práce je zaměřena na vlastnosti a formy výskytu fosforu  
v přírodních vodách a na problémy spojené s vyššími koncentracemi fosforu, zvláště pak při 
rozvoji sinic a řas. Jsou zde popsány moţnosti stanovení stupně znečištění přírodních vod 
ţivinami a důsledky eutrofizace. Dále jsou zde popsány metody stanovení fosforečnanů, 
zejména pak spektrofotometrická stanovení v ternárních systémech s barvivy. Jako ostatní 
metody jsou zde zmíněny AAS, iontová chromatografie, elektroforéza a izotachoforéza, 
elektrochemické metody nebo enzymatické metody. 
V experimentální části se tato práce zabývá výběrem a optimalizací vhodného ternárního 
systému s organickými barvivy pro spektrofotometrické stanovení orthofosforečnanů. Kromě 
těchto systémů je studován i systém s kyselinou vanadátomolybdátofosforečnou. 
U analytického postupu s oxalátem malachitové zeleně, který byl shledán jako nejvhodnější, 
byl dále studován vliv interferujících iontů, vyskytujících se běţně v přírodních vodách. Tento 
vybraný postup byl nakonec ověřen na reálných vzorcích vod. 
 
 
ABSTRACT 
The theoretical part of this master’s thesis is focused on the characteristics and forms  
of phosphorus, occurrence in natural waters and the problems associated with higher 
phosphorus concentrations, especially in the development of cyanobacteria and algae. There 
are also described the possibilities of determining the degree of pollution of natural waters  
by nutrients and the effects of eutrophication. There are also described methods  
for the determination of phosphates, especially spectrophotometric determination in ternary 
systems with dyes. Like other methods are mentioned AAS, ion chromatography, 
electrophoresis and izotachophoresis, electrochemical methods or enzymatic methods. 
In the experimental part of this work deals with the selection and optimalization of suitable 
ternary system with organic dyes for spectrophotometric determination of orthophosphates. 
The system with phosphovanadomolybdic acid is studied too. For analytical procedure 
with malachite green oxalate, which was found to be most useful, were studied interfering 
ions, commonly occurring in natural waters . The chosen procedure was finally tested on real 
water samples. 
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1 ÚVOD 
Zvýšené koncentrace ţivin ve vodních tocích a nádrţích se stávají v poslední době stále 
častějším problémem. Jedním z limitujících a důleţitých prvků, který významně ovlivňuje 
stav znečištění přírodních vod, je fosfor. 
Ve vodním prostředí se vyskytuje nejčastěji ve formě orthofosforečnanů, které se dostávají  
do vod různými způsoby, které mohou být jak přirozené, tak i antropogenní. 
Vyšší koncentrace fosforu mohou způsobovat zvýšenou tvorbu sinic a řas, coţ můţe vést  
ke znehodnocení kvality vod, ke zhoršení ţivotních podmínek pro vodní organismy 
nebo dokonce k zdravotním rizikům pro zvířata nebo člověka. Často také dochází následkem 
přemnoţení sinic a řas k eutrofizaci takto zasaţených vod. 
Existuje několik metod pro stanovení trofie přírodních vod, které se často musejí navzájem 
doplňovat, ale stále jako základní a prvotní informací jsou koncentrace fosforu  
nebo fosforečnanů, podle kterých se řídí další testy a stanovení. Nejčastějšími analytickými 
metodami jsou spektrofotometrická stanovení orthofosforečnanů nebo celkového fosforu. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Formy výskytu fosforu 
Existují dvě formy fosforu v přírodě, a to rozpuštěný a nerozpuštěný. Ve vodách  
se nejčastěji fosfor nachází jako rozpuštěný ve formě orthofosforečnanů a polyfosforečnanů. 
Existuje však i jako organicky vázaný, nebo ve formě málo rozpustného fosforu. 
Orthofosforečnany existují v několika moţných iontových formách, jako jsou  
 2
4
3
4 HPO,PO  nebo 

42POH  a další. Záleţí také na pH přírodních vod v jaké převaţující 
formě se budou orthofosforečnany nacházet. Vzhledem k pH přírodních vod pohybujících  
se obvykle v rozmezí 4,5 aţ 9,5 se uplatňují zejména formy  42
2
4 POHaHPO , forma 
3
4PO   
se uplatňuje aţ od pH 12. 
Další formou jsou polyfosforečnany, které mohou existovat jak ve formě řetězovité, tak  
i ve formě cyklopolyfosforečnanů.Ve vodách se vyskytují nejčastěji jako difosforečnany  
a trifosforečnany v jednoduchých nebo komplexních formách. 
Řetězovité polyfosforečnany jsou odvozeny od kyseliny difosforečné a trifosforečné.  
Tvoří řetězové struktury, které obsahují aţ 90 atomů fosforu v molekule.  
Cyklopolyfosforečnany tvoří kruhové uspořádání molekuly, kde se předpokládá obecný 
vzorec n3 )HPO( , kde je nejčastěji n = 3 aţ 8,  ale atomů fosforu můţe být i více. 
Z ostatních forem to jsou fosforečnany, které jsou vázány například v herbicidech, 
pesticidech a v tkáních ţivočichů a rostlin [1–4]. 
 
P O P O P
OH OHOH
OHOH
O OO
 
Obrázek 1: Řetězovité polyfosforečnany (trifosforečnany) [4]. 
 
2.2 Příčiny a důsledky znečištění vod fosforečnany 
V našich vodách jsou hlavní znečišťující zdroje bodové (např. čistírny odpadních vod), 
difúzní (splachy fosforečných hnojiv z polí) a vnitřní zdroje samotných vod. Mezi 
nejvýznamnější patří právě zdroje bodové nebo difúzní, přičemţ záleţí vţdy na struktuře, 
obhospodařování a vyuţívání krajiny, které v daném místě převaţují. 
Tyto zdroje by měly být vţdy podchyceny, aby se omezilo vstupu fosforu do přírodních 
vod. Podchycení bodových zdrojů je často snazší, existuje více technologií a jsou i lépe 
finančně hodnotitelné neţ zdroje difúzní. Difúzní zdroje jsou vzhledem ke svému charakteru 
hůře identifikovatelné, jsou rozptýleny na větší ploše a jsou i hůře ovlivnitelné. 
Dalšími příčinami mohou být nedodrţování zásad správné zemědělské praxe, nefunkční 
poříční vegetace, neprovozování terciálního stupně v ČOV a nelegální čerpání septiků  
do vodotečí [1]. 
2.2.1 Sinice a fosfor 
Fosfor jako biogenní prvek je vedle dusíku základním prvkem pro výţivu sinic a řas, 
který tak zásadním způsobem ovlivňuje jejich produkci ve vodách. Optimální poměr dusíku  
a fosforu pro rozvoj autotrofních mikroorganismů je 100:1. Z tohoto plyne, ţe fosfor má 
zásadní a limitující vliv pro rozvoj těchto organismů [2]. 
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Avšak zvýšené mnoţství fosforu ve vodách nemusí vţdy znamenat automatický rozvoj 
sinic a řas. Záleţí i na dalších faktorech jako je teplota, délka a intenzita slunečního svitu, 
přítomnost toxických látek a podobně [1, 2].  
2.2.1.1 Drobné řasy způsobující vegetační zákal 
Pokud však dojde k rozvoji autotrofních mikroorganismů, mohou vznikat společenstva 
drobných řas způsobující vegetační zákal nebo zabarvení. Je to způsobeno ţivotní strategií 
těchto organismů, která je zaloţena na vysoké růstové rychlosti. Jiţ malý rozvoj těchto řas 
(nejčastěji rozsivek) způsobuje významné sníţení průhlednosti vody. To často má negativní 
vliv například na úpravu pitné vody, zejména v sezónních obdobích (jaro). Pokud však  
v daném vodním prostředí nedojde k sekundárnímu rozvoji predujících organismů, které  
se ţiví zmíněnými řasami (vířníci, perloočka apod.) můţe vegetační zákal existovat i v dalších 
obdobích roku, nebo při příznivých podmínkách i v zimním období. Pokud však dojde  
k rozvoji organismů, které se tímto typem řas ţiví, dochází k postupnému sniţování zákalu, 
sniţování mnoţství biomasy i biodiverzity v daném vodním prostředí. Společenstva těchto řas 
pak postupně přecházejí do společenstva koloniálních a vláknitých sinic [1]. 
2.2.1.2 Koloniální a vláknité sinice 
Koloniální a vláknité sinice tvoří tzv. vodní květ. Často se předešlá skupina řas a skupina 
těchto sinic nerozlišuje, je vhodné je chápat jako odlišné kategorie. Vodní květ je termín,  
pod kterým je chápán shluk těchto organismů, kteří dokáţí vázat a shromaţďovat 
atmosférický dusík ve svých buňkách a tím dostávají schopnost tvořit kolonie při hladině. 
Vznikají tak okem pozorovatelné shluky biomasy, které nabývají největšího rozmachu  
v letním období, zejména na eu a hypertrofních nádrţích. Nejčastějšími druhovými rody 
těchto sinic jsou Mycrocystis a Aphanizomenon. Vodní květ těchto sinic představuje větší 
zdravotní nebezpečí neţ výše zmíněné řasy, jelikoţ produkují cytotoxiny, které mohou 
způsobovat různé alergie, ale byly popsané i některé případy úmrtí dobytka, ale i člověka [1], 
nebo váţná poškození orgánů (zejména jater) u člověka [1, 2, 5].  
2.2.1.3 Bentické sinice a rozsivky 
Poslední kategorií jsou bentické sinice a rozsivky, které se nacházejí na povrchu 
sedimentů, ale v zárodečných stádiích se nacházejí  i na hladině, zejména stojatých mělkých 
vod. Vytvářejí podobné shluky jako sinice vodního květu, ale na povrchu hladiny se udrţují 
pomocí zachyceného kyslíku mezi buňkami, který vytvořily během fotosyntézy. U těchto 
sinic se během nějaké doby zadrţený kyslík uvolňuje a odchází do atmosféry, aniţ by došlo 
nějakým významnějším způsobem k obohacení vodního sloupce. Navíc často dochází díky 
proudění vody a větru k rozšiřování těchto organismů po celé ploše vodního útvaru a spolu 
s tím i k roznášení jemného sedimentu zachyceného na vláknech těchto organismů. Rozvoj 
těchto sinic a rozsivek je také sezónního (často jarního) charakteru [1]. 
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Obrázek 2: Typický příklad vodního květu na vodní hladině (obrázek vlevo) a detailní fotografie sinice 
způsobující tento ukáz Mycrocystis aphanizomenon (obrázek vpravo) [6, 7]. 
 
2.3 Eutrofizace a trofie vod 
Eutrofizace je proces, při kterém, díky zvýšenému obsahu ţivin, dochází k nadprodukci 
sinic a řas. S odumíráním těchto organismů je spojený i rozklad organické hmoty bakteriemi 
za spotřeby rozpuštěného kyslíku ve vodě. Tím dochází postupně ke zhoršování ţivotních 
podmínek pro mnoho organismů v daném vodním prostředí, postupnému vymírání  
a zvyšování přísunu biomasy pro rozkladné bakterie. Z vodního útvaru se postupně stává 
místo, které je čím dál méně vhodné pro ţivot vodních organismů a organismů závislých  
na vodním prostředí. 
Protoţe proces eutrofizace nebyl nikdy plně definován a ani jednotně chápán, je mnohdy 
lepší pouţívat termín znečištění ţivinami (nutrient pollution), které jasněji vystihuje podstatu 
tohoto procesu a je daleko čitelnější i pro neodborníky. 
Trofie vod (úţivnost) je stav, který konkrétně vyjadřuje momentální trofii daného vodního 
recipientu či útvaru, přesněji vyjadřuje mnoţství ţivin v daném vodním útvaru. Podle OECD 
(Tabulka 1) byly stojaté vody rozčleněny na 4 základní stupně (oligotrofie, mezotrofie, 
eutrofie a hypertrofie) a některými autory byly tyto stupně ještě dále členěny. Intervaly 
jednotlivých ukazatelů, kterými se trofie u jednotlivých typů vod určuje, nejsou jednotně 
nastaveny a to ani v rámci jednoho kontinentu. Například Evropa má celkově tvrdší kritéria 
v hodnocení eutrofie (35 µg/l celkového fosforu i chlorofylu a), ale naopak jiţní státy Evropy 
mají kritéria mírnější (Itálie - 100 µg/l celkového fosforu). Je však snaha toto dělení postupně 
sjednocovat [1]. 
Tabulka 1:Klasifikace stojatých vod dle úživnosti (OECD 1992) [1]. 
Úţivnost Celkový P 
(mg·dm-3) 
Chlorofyl a 
(µg·dm-3) 
Průhlednost 
(m) 
 průměr průměr max průměr max 
Oligotrofie < 0,010 < 2,5 < 8 > 6 > 3 
Mezotrofie 0,010 – 0,035 2,5 – 8 8 – 25 3 – 6 1,5–3 
Eutrofie 0,035 – 0,100 8 – 25 25 – 75 1,5 – 3 0,7 – 1,5 
Hypertrofie > 0,100 > 25 > 75 < 1,5 < 0,7 
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2.4 Stanovení trofie vod 
Pro stanovení trofie dané vody se pouţívá několik metod. Jelikoţ často nezáleţí pouze  
na jednom parametru, jako je zvýšené mnoţství ţivin (P a N), ale i na faktorech jako 
například přítomnost toxických látek nebo klimatu, je nutné tyto testy spolu srovnávat  
a doplňovat [8]. 
2.4.1 Hodnocení podle mnoţství ţivin 
Jedná se o chemické stanovení cekového dusíku a zejména fosforu, který má z hlediska 
ţivin větší význam. Tento test je často v praxi pouţíván jako základní a opírá se o něj mnoho 
stanovení a metod určení stupně trofie. Platí však, ţe zvýšené koncentrace ţivin na přítoku  
do nádrţe ještě nemusejí znamenat zvýšený rozvoj sinic a řas, protoţe můţe docházet jiţ  
ke zmíněné inhibici v růstu toxickými látkami, nedostatečným slunečným svitem (zastínění 
koruny stromů), nevhodnou teplotou vody (hluboké a plochou malé nádrţe). Proto existují 
další testy, které doplňují informace pro daný vodní útvar z hlediska stupně úţivnosti. 
Nejčastějším a nejpouţívanějším způsobem stanovení je metoda zaloţená na stanovení 
orthofosforečnanů  nebo celkového fosforu, kdy vzniká molybdátofosforečná modř. Metoda 
je posána v normě pro Jakost vod (ČSN EN ISO 6878) [1, 8, 9]. 
2.4.2 Hodnocení podle růstové odezvy in vitro 
Při tomto hodnocení je stanoven tzv. trofický potenciál, který stanovuje odhad moţného 
nárustu biomasy autotrofů, který by mohl potencionálně narůst za optimálních podmínek  
v dané vodě. Pro toto stanovení jsou základním vodítkem stále chemická stanovení P a N. 
Základem testu je několik předpokladů. Prvním z nich je, ţe za potencionální růst trofie 
vody není odpovědná pouze zvýšená koncentrace fosforu, ale i jiné ţivotně důleţité sloţky 
vody. Dále platí, ţe není odpovědný jen jeden trofický faktor, který je vzhledem k potřebě  
na tvorbu biomasy v minimu, ale ţe působí i vlivy dalších faktorů. Poslední předpoklad je ten, 
ţe chemická analýza neposkytuje informace o biologické vyuţitelnosti biogenních prvků. 
Přes značně očekávaný přínos testů řasového růstu, tak tyto testy nenašly zatím širší 
uplatnění v praxi, protoţe výsledky stanovené in vitro se mohou často lišit i o několik řádů 
neţ je tomu v dané lokalitě, na nichţ byly vzorky pro toto stanovení odebrány. U nás  
se pouţívá standardní řasový test s řasou Scenedesmus quadricauda, kde se sleduje přírustek 
tohoto organismu (ČSN EN ISO 8692). Interpretace trofie je však pouze podle tohoto testu 
poměrně sloţitá [1, 8, 10]. 
2.4.2.1 Hodnocení podle koncetrace biomasy in situ 
Tato metoda je poměrně oblíbená, protoţe odráţí skutečnou odezvu na konkrétní mnoţství 
biodostupných ţivin. Při tomto testu dochází k vizuálnímu nárustu fotoautotrofních organismů 
při přítomnosti neţádoucího mnoţství ţivin. Tento nárůst se však nemusí projevit vţdy,  
ale zpravidla k němu dochází ve větším či menším měřítku. 
Pro kvantifikaci biomasy, jako je koncentrace chlorofylu, počet buněk nebo objemová 
biomasa, jsou tyto parametry přepočítatelné jen omezeně. Proto jediným slabým místem této 
metody je samotná metodika kvantifikace biomasy. Často tato metoda bývá nahrazována 
stanovením chlorofylu a, který je uveden i v Tabulce 1 jako jeden z hlavních parametrů 
určujících trofii vody [1, 11]. 
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2.4.3 Hodnocení podle změn v druhovém sloţení 
Úţivnost lze hodnotit i podle změn skladby druhového sloţení v daném místě. Nutné je 
však u tohoto způsobu posoudit jednotlivé druhy společenstva, jak mají velký význam pro 
toto stanovení. Sledují se zejména skupiny fytoplanktonu, fytobentosu a vodních makrofyt. 
Záleţí i na druhu přírodních vod. U vod stojatých je spíše z praktických důvodů sledována 
biodiverzita bentickcýh druhů. U vod tekoucích to jsou spíše druhy fytoplanktonu, které jsou 
sledovány. Existuje řada norem pro ČR i EU z hlediska stanovení úţivnosti vody na základě 
sledování společenstev fytobentosu a fytoplanktonu. Jsou to normy ČSN 75 7712  Stanovení 
biosestonu, ČSN EN 13946 (75 7707), která stanovuje odběr vzorků z řek pro úpravu 
stanovení bentických rozsivek z řek a poslední ČSN EN 14407 (75 7722), která určuje,  
jak kvantifikovat a identifikovat rozsivky z vodních toků [1, 12 – 14]. 
 
2.5 Řešení eutrofizace 
Eutrofizace povrchových vod je velký problém, často u nás zapříčiněný vypouštěním vod 
z ČOV a splachy fosfátových hnojiv z polí. Proto jsou hledány různé postupy (fyzikální, 
chemické, preventivní), jak z těchto vod vypouštěných do recipientů mnoţství fosforu 
sniţovat na přijatelné mnoţství. Existuje několik způsobů, například pouţití polymerních 
iontoměničů, sráţení pomocí síranu ţelezitého nebo hlinitého (ČOV) a další. 
Nejúčinnějším způsobem je však stále prevence. Znamená to především zabránění 
vypouštění látek obsahující fosforečnany a dusičnany, které mají hlavní vliv na růst sinic  
a řas. V případě ţe je jiţ vodní útvar v ohroţení a dojde k nárůstu sinic či řas, je často jediným 
řešením vodní útvar uzavřít, respektive označit jej jako nevhodný pro koupání  
nebo jiné vyuţití, které by mohlo znamenat zdravotní potíţe jak pro člověka, tak i pro  
zvířata [1]. 
Je zde však problém s několika faktory. Mezi ně patří například:  
– jakou látku dávkovat, aby zahubila sinice a řasy a přitom negativně neovlivňovala jiné 
organismy.  
– jak tuto látku aplikovat, aby nedošlo k jejímu nerovnoměrnému dávkování 
a aby nedošlo k zasaţení okolního prostředí. 
– jak se vypořádat s toxickými látkami, které se uvolní ze sinic a řas po jejich úhynu. 
– co dělat s následným mikrobiálním znečištěním. 
Toto jsou jedny z faktorů, které je nutné brát na zřetel při řešení problémů nastalých.  
Proto jak jiţ bylo předesláno, nejúčinnějším způsobem byla a bude vţdy prevence  
[1, 2, 5, 15]. 
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Obrázek 3: Znečištěná a eutrofizovaná nádrž z důsledku splachů fosfátových hnojiv z polí [16]. 
 
2.6 Spektrofotometrie 
Pro hodnocení fotometrického stanovení roztoků orthofosforečnanů lze vyuţít některých 
systémů, které tvoří sytémy vhodné k měření. Vyuţívá se nejčastěji absorpce viditelného  
a blízkého ultrafialového záření v rozmezí vlnových délek 200 aţ 800 nm.  
Absorpce zářivého toku se řídí Bouguer–Lambeert–Beerovým zákonem (často zkráceně 
Lambeert–Beerovým): 
lcA  ,               (1) 
kde A je absorbance, l je tloušťka absorbující vrstvy (v cm) a  je molární absorpční 
koeficient (mol
-1·cm-1·dm3), která je konstantou nezávislou na koncentraci stanovované látky, 
měřené při jedné vlnové délce a teplotě. 
Hodnotit absorbanci zářivé energie lze ještě dalšími veličinami. Je to především 
transmitance T, která je udávána většinou v procentech. Je dána vztahem: 
0
T


 ,               (2) 
kde  je zářivý tok vycházející z absorbujícího prostředí a 0  je zářivý tok původní.  
Z dalších veličin existuje absorptance, která je dána vztahem: 
T1 ,               (3) 
která vyjadřuje část záření, které bylo prostředím absorbováno. 
Lambeert-Beerův zákon platí v lineární závislosti, nejčastěji v závislosti absorbance  
na koncentraci analytu. Tato závislost se pak nazývá kalibrační křivkou. Často můţe v daném 
měřeném roztoku absorbovat i jiná látka nebo rozpouštědlo a platí vztah: 
lcAA 0  .              (4) 
Kalibrační křivku je pak nutné transponovat do počátku měřením proti blanku [17, 18]. 
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2.6.1 Přístroje pro měření v UV–VIS oblasti 
Existují 3 základní druhy dnes běţně dostupných spektrofotometrů. Jsou to 
jednopaprskové spektrofotometry, dvoupaprskové a spektrofotometry s diodovým polem. 
Nejjednoduší druhy jednopaprskových spektrofotometrů vyuţívají zdroje záření o jedné 
vlnové délce (LED diody), jedné komory pro kyvetu se vzorkem a detektoru  
(např. fotodioda). 
Přístroje s kontinuálním zdrojem záření mají navíc disperzní prvek umístěný před kyvetou 
se vzorkem, pro výběr jedné vlnové délky.  U jednopaprskových spektrofotometrů je nutné 
před měřením proměřit referenční vzorek obsahující rozpouštědlo, popřípadě další 
komponenty s absencí analytu, který je stanovován. Nevýhodou těchto přístrojů je ruční 
měření absorbance vzorku a referenčního vzorku při kaţdé vlnové délce, proto měření celého 
spektra je velmi obtíţné a pracné. 
Konstrukce dvoupaprskových spektrofotometrů výrazně zjednodušuje práci zejména při 
skenování celých spekter nebo více vlnových délek u jednoho vzorku tím, ţe je vzorek  
a referenční vzorek měřen zároveň.  
Většina těchto spektrofotometrů vyuţívá rotujících zrcadel, která střídavě odráţí paprsek a 
umoţňují tak propouštět záření střídavě přes kyvetu se vzorkem a kyvetu s referenčním 
vzorkem.   
Třetím druhem jsou spektrofotometry s diodovým polem nebo CCD snímačem. Zdrojem 
záření bývají wolframové ţárovky, které vysílají záření v širokém rozsahu vlnových délek, 
které procházejí vzorkem, dochází k rozptylu záření aţ za vzorkem na difrakční mříţce a 
jednotlivé vlnové délky záření dopadají na jednotlivé pixely detektoru, kde kaţdý pixel je 
citlivý vţdy pro jednu vlnovou délku. Výhodou je rychlé měření celého absorpčního spektra. 
Na obrázku je schéma dvoupaprskového spektrofotometru Unicam, který byl pouţit pro 
experimentální část této diplomové práce [18, 19]. 
 
 
Obrázek 4: Schéma přístroje Unicam s vyznačenými kyvetami referenčního aměřeného vzorku. 
Barevně jsou vyznačeny optické části přístroje usměrňující paprsek záření [19]. 
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2.7 Spektrofotometrické stanovení orthofosforečnanů 
Nejčastějšími a nejvíce pouţívanými analytickými metodami pro stanovení 
orthofosforečnanů a celkového fosforu jsou spektrofotometrické metody.  
Základní a nejvíce pouţívanou metodou pro tato stanovení  je metoda s kyselinou 
molybdátofosforečnou popsanou v normě ČSN EN ISO 6878 (757465) [20]. 
2.7.1 Stanovení jako kyselina molybdátofosforečná 
Principem stanovení orthofosforečnanů je vznik molybdátofosforečné kyseliny v kyselém 
prostředí, která je vhodná k měření. Tato ţlutě zbarvená kyselina vykazuje maximum 
absorbance při 310 nm a rozsah měření je moţný v intervalu vlnových délek 310 aţ 430 nm. 
Optimální koncentrace jednotlivých činidel je 0,04 mol∙dm-3 24MoO  a 0,25 mol∙dm
-3 
kyseliny. U této metody lze pouţít organických extrakčních činidel jako například 
isobutanolu. Výhodou tohoto extrakčního činidla je sníţení rušení některými prvky jako je 
například SiiV, které tvoří podobné heteropolykyseliny a způsobují tak pozitivní chybu 
měření. Navíc pouţití některých kyslíkatých organických rozpouštědel můţe zlepšovat 
citlivost stanovení. 
Tato metoda je vyuţitelná zejména při stanovení ve vodách, méně jiţ při stanovení ve 
slitinách a biologickém materiálu. Vznik této kyseliny je základem analytického postupu pro 
stanovení celkového fosforu a orthofosforečnanů ve vodách jako molybdátofosforečná modř, 
která je popsána v ČSN normě jakosti vod [17, 20]. 
2.7.2 Stanovení jako molybdátofosforečná modř 
Vznik molybdátofosforečné modře je zapříčiněn redukcí molybdátofosforečné kyseliny. 
Redukce je moţná buď ve vodné fázi, nebo v organické fázi po extrakci do rganického 
rozpouštědla. Výhoda extrakce do organické fáze je ve zvýšení absorbance ve vlnových 
délkách 660 aţ 820 nm. Podle typu pouţitého extrakčního a redukčního činidla převaţuje 
různě ve sloţení molybdátofosforečné modři molybden v oxidačním čísle V nebo IV a podle 
toho se mění i maximum absorbance v uvedém rozsahu vlnových délek. Pokud systém není 
extrahován, je ve vodné fázi maximum absorbance při 900 nm [25]. Nejčastějšími redukčními 
činidly bývají síran hydrazinia, kyselina askorbová a kyselina malonová. Pouţití malého 
mnoţství antimonu se ukázalo také jako výhodné pro stabilnější a výraznější vybarvení 
produktu. 
Tato metoda je hojně uţívána pro stanovení různých typů vzorků, ať uţ to jsou různé 
slitiny a oceli, biologický materiál, ale i různé přírodní a odpadní vody [8, 17, 21–25]. 
 
2.8 Stanovení orthofosforečnanů v ternárních systémech 
Ternární systémy představují systémy, ve kterých dochází ke vzniku chemického produktu, 
který je sloţen ze 3 komponent. U stanovení orthofosforečnanů je to nejčastěji molybdenan, 
orhofosforečnan a jako třetí sloţka můţe být organické barvivo, které je vhodné pro tvorbu 
ternárního systému. Tvorbu heteropolykyselin lze pokládat také za ternární systém, kde jako 
třetí sloţka můţe figurovat aniont anorganické soli, schopné reagovat s binárním systémem 
orthofosforečnanu a molybdenanu. Mezi tyto anionty patří například 

3VO   nebo 

3WO . 
Předpokladem pro vytvoření takového systému je v první fázi tvorba kyseliny 
molybdátofosforečné v prostředí minerální kyseliny a po té reakce třetí sloţky s touto 
kyselinou. 
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U organických barviv je předpokladem protonizace barviva v kyselém prostředí a 
vytvoření tak v konečné fázi iontového asociátu s molybdátofosforečnou kyselinou, který lze 
vyjádřit obecným vzorcem   
4103x3x
OMo(PH)Barvivo( 
 . Navíc je někdy nutné v těchto 
systémech pouţít neionogenní tenzid pro stabilizaci komplexu ve vodném roztoku. Moţné je i 
pouţití vhodného organického rozpouštědla, v kterém se mohou některá barviva snadněji 
rozpouštět [26]. 
2.8.1 Stanovení jako vanadátomolybdátofosforečná kyselina 
Vznik ternárního systému vanadátomolybdátofosforečné kyseliny probíhá v kyselém 
prostředí, a to nejčastěji kyseliny dusičné či chloristé v koncentracích 0,5 aţ 1,0 mol∙dm-3.  
U nízkých koncentrací kyselin často dochází k vybarvení i u systémů bez přítomnosti 
orthofosforečnanů a naopak u vyšších acidit pak dochází k velmi pomalé tvorbě této 
heteropolykyseliny. Ternární systém této kyseliny je zbarven ţlutooranţově. Tento systém 
absorbuje záření od vlnových délek 317 aţ 500 nm, přičemţ nejvhodnější vlnová délka k 
měření je v rozmezí 375 aţ 410 nm. Optimální koncentrace jednotlivých komponent jsou 
nejčastěji 0,5 aţ 1,0 mol∙dm-3 kyseliny, 0,01 mol∙dm-3 24MoO a 0,002 mol∙dm
-3
 

3VO . 
Toto stanovení je rušeno SiIV, které však ruší aţ při vysokém nadbytku nad 
orthofosforečnany. Celkově je tato metoda vhodná pro stanovení vyšších koncentrací 
orthofosforečnanů a celkového fosforu. Proto byla tato metoda popsána u stanovení vzorků 
slitin a rud, sedimentů a méně pak u biologického materiálu. U stanovení vod bylo této 
metody vyuţíváno u odpadních vod ČOV, kde bývá obsah fosforu také velmi vysoký [27–30]. 
2.8.2 Stanovení orthofosforečnanů s malachitovou zelení 
Zeleně zbarvený komplex s malachitovou zelení vzniká opět v kyselém prostředí  
s kyselinou molybdátofosforečnou, která je základem pro vytvoření komplexu. Oproti jiným 
barvivům (krystalová violeť, methylénová modř, Victoria 4R) je malachitová zeleň v 
komplexu méně náchylná k tvorbě sraţenin a zbarvení komplexu je mnohem více intenzivní. 
Samotné barvivo má v kyselém prostředí maximum absorbance při 620 nm, v komplexu je 
maximum v rozmezí 620 nebo 650 nm. 
Pro stabilizaci komplexu v roztoku a vybarvení byly popsány tenzidy jako je PVA, Tween 
20, Triton X, Brij 35 a jiné. Vybarvení komplexu je stabilní po 40 minutách.  
Většina iontů, jako jsou  K,Cu,Ni,Co,Fe 2223  nebo 

3NO  a další, ruší stanovení 
orthofosforečnanů aţ v tisícinásobném či větším nadbytku vztaţeném ke koncentraci 
orthofosforečnanů. Jsou však i ionty jako jsou SiIV, VV a 4ClO , které mohou rušit ve velmi 
malém nadbytku. Zejména SiIV reaguje s molybdenanem výrazněji neţ orthofosforečnany a 
způsobuje tak pozitivní chybu tvorbou podobné heteropolykyseliny.  
S touto metodou lze stanovit orthofosforečnany v koncentračním rozmezí 0,01  
aţ 1,2 mg∙dm-3. Stanovení bylo vyuţito například u vzorků  tekoucích vod [31–33]. 
2.8.3 Stanovení s Rhodaminy 
Existuje několik typů Rhodaminů (Rhodamin B, Rhodamin 6G, Rhodamin C), které jsou 
svoji základní strukturou podobné, ale liší se pouze substituenty. Pro stanovení 
orthofosforečnanů v ternárních systémech byly studovány Rhodamin B a Rhodamin 6G. Byly 
popsány metody vyuţívající Rhodamin B, kde jako minerální kyselina byla pouţita HCl  
s doporučenou koncentrací 0,4 aţ 2,5 mol∙dm-3. Pro stabilizaci bylo pouţit Brij 35  
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a polyvinylpyrolidin. Absorbance byla za pouţití tenzidu Brij 35 měřena při vlnové délce 
575 nm, bez jeho pouţití při 565 nm. Mimo těchto tenzidů byly pouţity tenzidy Triton X, 
Slovasol, Sterox SE nebo Bion NE. 
Stejná metoda s Rhodaminem B byla optimalizována pro mikrostanovení 
orthofosforečnanů ve vodách, kde jako optimální podmínky byly stanoveny pro celý ternární 
systém. Jako optimální kyselina byla pouţita H2SO4 v koncetraci 1,0 mol∙dm
-3
,  
0,03 mol∙dm-3molybdenan sodný, 0,01% Brij 35 při koncetraci Rhodaminu B  
8,3·10-5 mol∙dm-3[38]. 
Rhodamin 6G tvoří růţově zbarvený komplex v prostředí minerální kyseliny o koncentraci 
0,08 aţ 0,16 mol∙dm-3. Stabilita komplexu vzniklého v tomto kyselém prostředí je 2 hodiny. 
U tohoto Rhodaminu byla také optimalizována metoda pro stanovení ve vodách, kde jako 
optimální koncetrace H2SO4 byla stanovena na 1,0 mol∙dm
-3
, 0,03 mol∙dm-3 molybdenanu 
sodného a 0,01 % Brije 35 při koncentraci 5·10-5 mol∙dm-3 Rhodaminu 6G.Vhodná vlnová 
délka pro měření je 560 nm [38].  
Rušení u obou metod v přírodních vodách bylo zapříčiněno zejména přítomností SiIV, 
 které byly maskovány kyselinou vinnou. Z aniontů nejvíce ruší přítomnost 2NO  . 
Stanovení ve vodách u obou Rhodaminů bylo aplikováno napříkald v říční, mořské a pitné 
vodě. Dále stanovení orthofosforečnanů bylo aplikováno i ve vzorcích slitin a ocelí  
nebo v sedimentech [26, 35–38]. 
 
2.9 Stanovení s ostatními barvivy 
Byly popsány systémy s dalšími barvivy jako krystalová violeť, methylénová modř a jiné. 
V principu jde vţdy o stejnou reakci molybdátofosforečné kyseliny s protonizovaným 
barvivem v kyselém prostředí. Nutná je často stabilizace vzniklého systému pomocí tenzidů, 
aby nedocházelo k vypadávání barviva z roztoku. 
2.9.1 Stanovení s krystalovou violetí 
Reakce je zaloţena na vzniku nerozpustné soli modré violeti s molybdátofosforečnanem  
v kyselém prostředí. Nutné je opětovné pouţití PVA jako ochranného stabilizátoru, aby byla 
modrá violeť udrţována v koloidním stavu a nedocházelo k tvorbě sraţeniny. Vhodné 
kyseliny jsou jak H2SO4, HCl nebo HNO3. Poslední uvedená kyselina nepatrně zvyšuje 
celkovou absorbanci systému. Absorpční maximum systému je při 434 a 625 nm. U této 
metody po zahřátí na 35 °C po dobu 20 min dochází k ustálení vybarvení jiţ po 20 minutách. 
Tato doba je přibliţně dvakrát kratší, neţ je tomu například u malachitové zeleni. 
Tato metoda byla popsána zejména u biologickcýh vzorků s předseparací bílkovin,  
které by stanovení rušily [26, 39, 40].  
2.9.2 Stanovení s brilantní zelení 
Byla popsána stejná metoda s molybdátofosforečnou modří, kdy bylo pouţito brilantní 
zeleně. Optimální podmínky pro toto stanovení byly popsány za pouţití HCl o koncentraci  
1,0 mol∙dm-3, přičemţ dochází při koncentraci niţší jak 0,5 mol∙dm-3 ke vzniku zákalu a při 
koncentrcích vyšších jak 1,0 mol∙dm-3 dochází ke sníţení citlivosti. Dále byla stanovena 
koncentrace 
2
4MoO  na 0,08 mol∙dm
-3
, tenzidu Sterox SE na 0,02 % při koncetraci barviva 
1,9·10-3 mol∙dm-3. Maximum absorbance je měřeno při 632 nm, přičemţ další maximum 
komplexu je při 445 nm. 
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Metoda byla popsána pro stanovení anorganického fosforu v biologickém materiálu, 
konkrétně v krvi a v moči [26]. 
 
2.10 Ostatní techniky pro stanovení orthofosforečnanů a celkového fosforu 
2.10.1 Atomová emisní a absorpční spektrometrie 
Stanovení fosforu pomocí FES (plamenová emisní spektrometrie) vyţaduje převedení  
na orthofosforečnany, které jsou následně stanovovány. Principem je excitace fosforu  
a následná emise širokého spektra s maximem při 526 nm. Mez detekce této metody je  
0,2 mg∙dm-3 celkového fosforu za pouţití dusíkovodíkového hořáku s vodním chlazením. 
Zlepšení citlivosti bylo navíc popsáno s pouţitím ultrazvukové zmlţovací komory při 900 °C, 
kde mez detekce byla sníţena na 0,014 mg∙dm-3. 
Při stanovení pomocí AAS je moţné stanovení nekovů pouze nepřímo. Nejčastěji je 
vyuţito plamenové absorpční spektrometrie nebo atomové absorpční spektrometrie  
s elektrotermicky vyhřívanou kyvetou s rychlým ohřevem. 
U stanovení fosforu bylo popsáno stanovení přes kyselinu molybdátofosforečnou, kterou 
bylo nutné před tím extrahovat do organického rozpouštědla a stanovení bylo nepřímé přes 
molybden. Kromě tohoto způsobu je moţné stanovení vanadu v kyselině 
vanadátomolybdátofosforečné. Zde je opět nutná extrakce do organického rozpouštědla.  
Stanovení jak pomocí AAS tak i AES bylo popsáno u vzorků slitin, ve vzduchu,  
ale i ve vodě [40–43]. 
2.10.2 Chromatografické metody 
2.10.2.1 Iontová chromatografie 
Iontová chromatografie dovoluje stanovit orthofosforečnany na kolonách s anexy 
(křemenné náplně, polymerní pryskyřice a jiné) za pouţití elučních čindel v podobě 
alkalických roztoků (roztoky hydroxidů). U některých vzorků, které se vyznačují vysokou 
iontovou silou je nutné zařadit předkolony, které pomáhají odstranit některé ionty. Příkladem 
můţe být mořská voda, kde je nutné odstranit či sníţit vliv vysoké koncentrace iontů chloridů, 
pouţitím slabšího elučního činidla (hydrogenuhličitanový roztok) a následně při samotném 
stanovení se pouţije silnějšího elučního činidla s vyšším pH na hlavní koloně. Detekční limity 
této metody se pohybují pod 1 μg∙dm-3 celkového fosforu. 
Tato metoda byla aplikována na vzorcích přírodních vod a to jak ve sladkých,  
tak i ve slaných vodách [44, 45]. 
2.10.2.2 Stanovení orthofosforečnanů pomocí LC a HPLC 
Stanovení orthofosforečnanů pomocí LC (kapalinová chromatografie) je moţné při pouţití 
izokratické a gradientové eluce. Vyuţívá se nejčastěji solí jednosytných a dvojsytných kyselin 
a roztoků hydroxidů. Jako stacionární fáze je nejčastěji pouţíváno měniče aniontů. 
K detekci je vyuţito vodivostního detektoru. Pro zvýšení detekčního limitu se často ještě před 
detektor zařazuje potlačující kolona, kde dochází ke sníţení konduktivity samotné mobilní 
fáze. 
Další moţností je pouţití HPLC (vysokoúčinná kapalinová chromatografie) na obrácených 
fázích s SiO2 a navázaným C–8 řetězcem. Principem je tvorba molybdátofosforečné modře,  
u které se nejčastěji v praxi při spektrofotometrikém stanovení vyuţívá extrakce  
do nepolárního rozpouštědla isobutanolu. Protoţe obrácené fáze s C–8 řetězcem vykazují také 
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nepolární charakter, dochází k retenci molybdátofosforečné modře i na této stacionární fázi  
v HPLC koloně. Detektor je pak nutné pouţít UV–VIS, kdy je měřeno při 700 nm. 
Při této metodě lze stanovit orthofosforečnny od 136 ng·dm-3 do 1,36 mg·dm-3. Pouţití této 
metody bylo zaznamenáno u stanovení vzorků pitné a přírodní vody. Jednou z výhod pouţití 
HPLC je vysoká citlivost, nízké spotřeby vzorku a chemikálií nebo moţnost automazice této 
metody [46–49]. 
2.10.2.3 Stanovení pomocí kapilární elektroforézy a izotachoforézy 
Othofosforečnany lze stanovit pomocí samotné kapilární elektroforézy (CE), ale při tomto 
stanovení bývá často problematická kvantifikace. Je to dáno adsorpcí fosforečnanových 
aniontů na stěně křemenné kapiláry. Výsledkem pak bývají špatně interpretovatelné píky  
na elektroforegramu. Proto je nutná častá předúprava vzorků, ale ve srovnání s jinými běţně 
uţívanými metodami jsou výsledky analýz srovnatelné. 
Mnohem lepší výsledky vykazuje spojení kapilrní izotachoforézy (ITP) s kapilární 
zónovou elektroforézou (CZE), kde dochází na ITP k předkoncentraci orthofosforečnanů. 
Toto on-line spojení dovoluje stanovit orthofosforečnany v řádech μg∙dm-3 [50, 51]. 
2.10.2.4 Stanovení s enzymatickými metodami 
Principem enzymatického stanovení je reakce orthoofosforečnanu  
s glyceraldehyd–3–fosfátem za vzniku jednoho z produktů, kterým je nikotinamid dinukleotid 
(NADH), který vzniká v ekvimolárním mnoţství. NADH je pak stanovováno 
spektrofotometricky a orthofosforečnany jsou tak stanoveny nepřímo. Absorbance NADH  je 
měřena při 340 nm.  
Pro zlepšení citlivosti je nutné převedení na formazan, který je jiţ měřen při 505 nm a je 
moţné stanovit orthofosforečnany v rozmezí 5 aţ 200 μg∙dm-3 [53]. 
2.10.2.5 Stanovení s elektrochemickými metodami 
Principem analýzy je stanovení iontů kovů na selektivní elektrodě, které tvoří  
s orthofosforečnany příslušné soli. Bylo popsáno vyuţití 2Cd iontů, které se k tomuto účelu 
mohou pouţít. 
Výhodou tohoto stanovení je vysoká odezva, vysoká selektivita orthofosforečnanů  
ke kadmiu, ale nevýhodou mohou být vysoké koncentrace jiných iontů kovů, které by mohly 
způsobovat negativní chybu. Z aniontů ruší zejména  SCN,Br,I . 
Z jiných elektrod byly popsány elektrody citlivé na 2Pb nebo 
2Co , kde mimo jiných 
iontů kovů rušily anionty jako  24SO,Cl  a 

3NO .  
Pro stanovení orthofosforečnanů v přírodních vodách byla navrţena metoda zaloţená  
na elektrodě s enzymovou membránou s imobilizovanou nukleosid fosforylázou a s xanthin 
oxidásou. Jako druhá elektroda byla pouţita platinová amperometrická elektroda pro detekci 
enzymaticky generovaného peroxidu vodíku. Stanovení orthofosforečnanů je moţné  
v rozmezí 0,13 aţ 1,36 mg∙dm-3. Tato metoda je vhodná pro sledování přírodních vod, ale 
nevýhodou je náchylnost enzymů na změnu pH a koncentraci ostatních pouţitých činidel 
[53–56]. 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Chemikálie a roztoky 
Všechny chemikálie, které byly pouţity, byly čistoty pro analýzu (p.a.). 
3.1.1 Barviva 
3.1.1.1 Nilská modř  
Nilská modř – Lachema a.s., ČR. 
 
 
Obrázek 5: Nilská modř. 
3.1.1.2 Malachitová zeleň  
Malachitová zeleň (oxalát) – Sigma-Aldrichspol. s r.o,SRN. 
N N
+
CH3
CH3
CH3
CH3
O
OH
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Obrázek 6: Malachitová zeleň (oxalát). 
3.1.2 Ostatní barviva 
Brilantní zeleň – Sigma-Aldrich spol. s r.o,SRN 
Krystalová violeť – Lachema a.s., ČR 
Methylénová modř – Lachema a.s., ČR 
Pyrokatecholová violeť – Lachema a.s., ČR 
Rhodamin B – Merck, USA 
Rhodamin 6G – Sigma – Aldrich spol. s r.o,SRN 
3.1.3 Tenzidy 
Brij 35 – Sigma-Aldrich spol. s r.o,SRN 
PVA – Sigma-Aldrich spol. s r.o,SRN 
Triton X – Merck, USA 
CH3
O
N
N
+
CH3
NH2 S
O
-
OO
OH
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3.1.4 Kyseliny 
Kyselina sírová (H2SO4) – Penta s r.o, ČR 
Kyselina chlorovodíková (HCl) – Penta s r.o, ČR 
Kyselina dusičná (HNO3) – Penta s r.o, ČR 
 
3.1.5 Chemikálie pro roztoky iontů 
Zásobní roztoky iontů byly připraveny v koncentracích 10 g∙dm-3. 
 
Dihydrát chloridu vápenatého (CaCl2·2H2O) – Merck, USA 
Hexahydrát chloridu hořečnatého (MgCl2·6H2O) – Merck, USA 
Chlorid ţelezitý (FeCl3) – Sigma – Aldrich spol. s r.o, SRN 
Chlorid sodný (NaCl) – Penta s r.o, ČR 
Uhličitan sodný (Na2CO3) – Lachema a.s., ČR 
Hydrogenuhličitan sodný (NaHCO3) – Lachema a.s., ČR 
Chlorid draselný (KCl) – Lachema a.s., ČR 
Dusičnan hlinitý (Al(NO3)3) – Lachema a.s., ČR 
Chlorid hlinitý (AlCl3) – Lachema a.s., ČR 
3.1.6 Standardy 
Byl připraven standardní zásobní roztok orthofosforečnanů o koncentraci 1 g∙dm-3 
naváţením 0,2500 g KH2PO4 v 250 ml destilované H2O, který byl před tím sušen při teplotě 
105 °C po dobu 2 hodin.  
3.1.7 Ostatní chemikálie 
Molybdenan sodný (Na2MoO4) – Lachema a.s., ČR 
Vanadičnan amonný (NH4VO3) – Lachema a.s., ČR 
Dimethlyformamid (C6H7NO) – Sigma-Aldrich spol. s r.o,SRN 
Dimethylsulfoxid (C2H6SO) – Sigma-Aldrich spol. s r.o,SRN 
Kyselina vinná (C4H6O6) – Lachema a.s., ČR 
Kyselina šťavelová (C2H2O4) – Lachema a.s., ČR 
 
3.2 Přístroje 
Spektrofototometr UV 500 visible spectrometer (Spectronic Unicam) 
Magnetické míchadlo Lavat Chotutice 
Analytické váhy Scaltec SPB 32 
 
3.3 Vzorky vod 
Všechny vzorky vod byly odebrány do polyethylénových vzorkovnic o objemu 1 litr, před 
samotným měřením byly vzorky vytemperovány na laboratorní teplotu a zfiltrovány přes filtr 
o pórovitosti 0,45 µm a ten samý den byly vzorky analyzovány. 
3.3.1 Povrchová voda – tekoucí 
Vzorek povrchové tekoucí vody byl odebrán z levého břehu řeky Jihlavy dne  
28. 10. 2013.Vzorek byl odebrán v části toku, který se nachází v zastavěné části města Jihlava 
(příloha Obrázek 8). Druhý vzorek povrchové vody byl odebrán 26. 3. 2014 z řeky Svratky. 
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Vzorek byl také odebrán z levého břehu v lokalitě nedaleko obce Veverská Bitýška (příloha 
Obrázek 10). 
3.3.2 Povrchová voda – stojatá 
Dne 29. 10. 2013 byly odebrány 2 vzorky z Brněnské přehrady, a to z horní (přístaviště 
Osada) a dolní části přehrady (hráz, příloha Obrázek 9).  
3.3.3 Pitná voda 
Vzorek pitné vody byl odebrán z vodovodního kohoutku VUT FCH dne 24. 10. 2013. 
3.3.4 Minerální voda 
Jako vzorek minerální vody byla pouţita balená minerální voda (Mattoni neperlivá). 
 
3.4 Metodika vyhonocení analytických výsledků 
3.4.1 Test homogenity rozptylu 
Pro výpočet testu homogenity rozptylu byly změřeny hodnoty nejniţšího a nejvyššího 
bodu kalibrace a to u kaţdého bodu desetkrát. Z toho byly vypočítány hodnoty rozptylu 
2
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2s  dle vztahu (5): 
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 kde n je počet opakování a 
iy  je průměr naměřených hodnot, který se počítá dle  
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 kde platí pro i = 1 nebo i = 10. 
Pro zjištění významnosti rozdílu v mezních hodnotách pracovního rozsahu se pouţívá  
F-test. Vypočtené hodnoty PG, dle vztahu (7) a (8) se porovnají s tabeovanými hodnotami  
F-rozdělení : 
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Podle toho zda platí 99,0;2f;1fFPG , není rozdíl mezi rozptyly 
2
1s  a 
2
2s  významný. Pokud 
platí 99,0;2f;1fFPG  , je rozdíl mezi rozptyly 
2
1s  a 
2
2s  významný [57]. 
3.4.2 Test linearity 
Hodnocení linearity kalibrační funkce bylo provedeno porovnáním reziduálních 
směrodatných odchylek hodnot lineární i nelineární kalibrační funkce pomocí rozdílu hodnot 
DS
2
: 
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, kde počet bodů kalibrační křivky je N a reziduální směrodatná odchylka lineární 
kalibrační funkce se vypočítá dle vztahu (10): 
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a reziduální směrodatná odchylka nelineární kalibrační funkce dle vztahu (11): 
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Hodnota PG2 byla opět porovnána s tabelovanými hodnotami F-testu a vypočte se dle 
vztahu (12): 
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PG              (12) 
a platí-li PGF2, tak nelineární kalibrační funkce nevede k významně lepší těsnosti a 
kalibrační funkci lze povaţovat za lineární. Pokud platí PG> F2, tak nelineární kalibrační 
funkce vede k významně lepší těsnosti. V tomto případě je pak nutné zúţit pracovní rozsah 
kalibrační funkce, nebo tuto funkci hodnotit jako nelineární [57]. 
3.4.3 Hodnocení kalibrační funkce 
Ze zákona o rozdělení chyb vyplývá, ţe pro kaţdou hodnotu x interval spolehlivosti 
(konfindenční interval) pokrývající skutečnou hodnotu y. V tomto intervalu leţí krajní bodyna 
dvou hyperbolických obloucích (meze intervalu spolehlivosti) mezi nimiţ lze očekávat 
skutečnou kalibrační funkci pro úroveň významnosti α, která se určí pomocí kvantilu  
t-rozdělení podle Studenta [57]. 
Horní mez intervalu spolehlivosti se vypočíta dle vztahu (13): 
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 kde t je kvantil podle Studentova t-rozdělení. Dolní mez intervalu spolehlivosti je dána 
vztahem (14): 
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3.4.4 Mez detekce 
Detekční limit je definován jako absolutní mnoţství nebo koncentrace analytu, které 
poskytuje signál rovný trojnásobku směrodatné odchylky signálu pozadí. Je vyjádřena 
vztahem (15): 
S
s3
MD B

 ,          (15) 
  
25 
 
kde S je citlivost (udávaná směrnicí kalibrační křivky) a sB je směrodatná odchylka signálu 
slepého pokusu (blanku). Mez detekce byla získána desetinásobným proměřením signálu 
slepého pokusu a vypočtena podle rovnice (15). Tato mez detekce byla dále označena 
jako 3X [58, 59]. 
3.4.5 Mez stanovitelnosti 
Mez stanovitelnosti lze definovat jako nejniţší mnoţství nebo koncentraci analytu, které 
lze danou metodou stanovit s určitou pravděpodobností, a můţeme ji vypočítat podle rovnice 
(16): 
S
s10
MS B

             (16) 
Mez stanovitelnosti byla získána desetinásobným proměřením signálu slepého pokusu a 
vypočtena podle rovnice (16) [58, 59]. 
3.4.6 Výpočet detekčního limitu podle Grahama 
Kromě metod uvedených v ČSN ISO 8466 byl rozšířen navíc o výpočet detekčního limitu, 
ke kterému byly vyuţity informace získané z kalibrační závislosti (Grahamova metoda). Při 
běţně pouţívaných způsobech určení detekčního limitu metody většinou ignorují závislost 
odezvy měřícího přístroje na koncentraci analytu ve vzorku. Základním předpokladem 
popisované metody je lineární odezva měřícího přístrojeaţ k „nulové“ koncentraci analytu v 
měřeném vzorku. Většinou je však třeba (pro zajištění dostatečné věrohodnosti výsledků) 
změřit odezvu ve vzorcích s nejniţší moţnou koncentrací analytu. 
 Detekční limit metody XD (17) představuje koncentraci analytu, jeţ nemůţe být statisticky 
rozlišena od koncentrace nulové. S vyuţitím výše uvedených statistických výpočtů lze XD 
nalézt jako koncentraci, jejíţ dolní mez intervalu spolehlivosti na dané hladině statistické 
významnosti je právě rovna nule. Takto nalezený detekční limit (včetně příslušných mezí 
intervalu spolehlivosti) chrání před chybou prvního druhu (přijetí hypotézy, ţe analyt je 
přítomen, kdyţ ve skutečnosti přítomen není) a bývá označován jako 

DX . 
Naopak ochranu před chybou druhého druhu (přijetí hypotézy, ţe analyt není přítomen, 
kdyţ ve skutečnosti přítomen je, poskytuje detekční limit metody označovaný jako 

DX  (18), 
pro něţ platí, ţe jeho dolní mez intervalu spolehlivosti je totoţná s horní mezí intervalu 
spolehlivost

DX [57, 60]. 
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3.4.7 Výpočet detekčního limitu podle Millera 
Výpočet detekčního limitu dle Millera lze uskutečnit z informací získaných z kalibrace, 
kdy není potřeba dalších doplňujících měření. Jedná se o metodu tří sigma (IUPAC), kdy 
ovšem není třeba proměřovat destkrát blank (slepý vzorek – systém neobsahující stanovovaný 
analyt[58].Nejdříve je nutno vypočítat regresní rovnici z kalibrační křivky. Hodnoty tohoto 
detekčního limitu se dostanou z rovnice kalibrační křivky, kdy se odečte úsek (yB), který 
kalibrační křivka vytíná na ose y, k tomuto úseku se poté přičte trojnásobek směrodatné 
odchylky rozptylu bodů kolem kalibrační křivky, kterou lzevypočítat za pouţití funkce 
STEYXv programu Microsoft Excel nebo ze vzorce (19):  
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 .           (19) 
 
Pro výpočet celkového úseku na ose y platí: 
x/yB s3yy  ,            (20) 
kdy tento úsek se dosadí do regresní rovnice a po vyjádření x je vypočten detekční limit dané 
metody [61]. 
3.4.8 Metoda standardního přídavku 
V reálných vzorcích vod byla koncentrace orthofosforečnanů určena pomocí metody 
standardního přídavku. Při stanovení neznámé koncentrace vzorku cxmetodou standardního 
přídavkubyla změřena absorbance neznámého vzorku Ax. Dále byla koncentrace stanovované 
látky ve vzorku zvyšována definovaným přídavkem standardu a byla registrována 
odpovídající absorbance v roztoku. Kaţdé měřeníbylo provedeno 3krát a byla vypočtena 
odpovídající směrodatná odchylka pomocí funkce SMODCH v programu Microsoft Excel 
[62]. Pro výpočet neznámé koncentrace cx platí vztah (21): 
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kde po vyjádření neznámé koncentrace cx dostaneme vztah (22): 
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3.4.9 Určení stechiometrie komplexu metodou kontinuálních variací 
Metoda kontinuálních variací (Jobova křivka) je zaloţena na měření absorbance roztoků 
kationtu (M) a ligandu (L), v nichţ je součet celkových analytických koncentrací Ma L stálý, 
ale mění se jejich poměr v závislosti na látkovém zlomku kationtu. V řadě roztoků se mění 
xod 0 do 1. Lze dokázat, ţe tato závislost má maximumv bodě n. Jobova metoda se vyuţívá 
pro zjištění molárního poměru sloţek v komplexu (stechiometrie komplexu).  
Vzniká–li komplex podle schématu:  
MLnnLM  .            (23) 
Principem této metody je tedy mísení ekvimolárních roztoků kationtu M a ligandu L 
v různém poměru a to vţdy na konstantní konečný objem. To má za následek, ţe celková 
koncentrace )ccc( LM0   
je konstantní, ale dochází ke změně molárního zlomku x. 
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Mezi základní vztahy pro výpočet stechiometrie komplexu patří: 
   nL00 ML)x1(cM  ,            (24)  
 
   nL00 MLxcL  ,            (25) 
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 Po zderivování rovnic (24, 25 a 26) podle xL a zavedením podmínek pro maximum 
 
0
dx
ML
d
L
n  dostaneme vztah (27):  
max
max
x1
x
n

 ,            (27) 
ze kterého lze vypočítat n. Pokud n je rovno jedné, komplex se tvoří v poměru sloţek 
ligand a kationt 1:1. Platí, ţe maximum závislosti (xmax),   )x(fML Ln   udává souřadnice 
molárního poměru sloţek v komplexu [63, 64]. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1 Ternární komplex jako vanadátomolybdátofosforečná kyselina 
4.1.1 Vliv acidity 
Při stanovení optimáních podmínek pro systém s vanadičnanem byly vybírány vhodné 
kyseliny a optimalizovány jejich koncentrace. 
Byly pouţity kyselina sírová, kyselina chlorovodíková a kyselina dusičná. Koncentrace 
kyselin byly voleny v rozsahu 0,05 aţ 1,0 mol∙dm-3. Jako nejvhodnější kyselina byla vybrána 
kyselina chlorovodíková, která vykazuje nejvyšší absorbanci systému i nejvetší diferenci 
oproti blanku v diferenčních absorpčních spektrech ve srovnání s ostatními diferenčními 
absorpčními spektry kyseliny sírové a dusičné. Jako optimální byla určena kyselina 
chlorovodíková o koncentraci 0,2 mol∙dm-3. 
 
 
Graf 1: Absorpční spektrum ternárního systému s vanadičnanem v závislosti na koncentraci kyseliny 
sírové. Pořadí komponent bylo KH2PO4, H2SO4, Na2MoO4 a NH4VO3. Koncentrace jednotlivých 
komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6 mol·dm-3, H2SO4 = 0,05 až 1,0 mol·dm
-3
,  
NH4VO3 = 0,002  mol·dm
-3
, Na2MoO4 = 0,01 mol·dm
-3
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Graf 2: Diferenční absorpční spektrum ternárního systému s vanadičnanem v závislosti na koncentraci 
kyseliny sírové. Pořadí komponent bylo KH2PO4, H2SO4, Na2MoO4 a NH4VO3. Koncentrace 
jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6 mol·dm-3, H2SO4 = 0,05 až 1,0  mol·dm
-3
, 
NH4VO3 = 0,002  mol·dm
-3
, Na2MoO4 = 0,01 mol·dm
-3
. 
 
 
Graf 3:Absorpční spektrum ternárního systému s vanadičnanem v závislosti na koncentraci kyseliny 
dusičné. Pořadí komponent bylo KH2PO4, HNO3, Na2MoO4 a NH4VO3. Koncentrace jednotlivých 
komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6 mol·dm-3, HNO3 = 0,05 až 1,0 mol·dm
-3
, 
NH4VO3 = 0,002  mol·dm
-3
, Na2MoO4 = 0,01 mol·dm
-3
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Graf 4: Diferenční absorpční spektrum ternárního systému s vanadičnanem v závislosti na koncentraci 
kyseliny dusičné. Pořadí komponent bylo KH2PO4, HNO3, Na2MoO4 a NH4VO3. Koncentrace 
jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6 mol·dm-3, HNO3 = 0,05 až 1,0 mol·dm
-3
, 
NH4VO3 = 0,002  mol·dm
-3
, Na2MoO4= 0,01 mol·dm
-3
. 
 
 
Graf 5: Absorpční spektrum ternárního systému s vanadičnanem v závislosti na koncentraci kyseliny 
chlorovodíkové. Pořadí komponent bylo KH2PO4, HCl, Na2MoO4 a NH4VO3. Koncentrace 
jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6 mol·dm-3, HCl = 0,05 až 1,0 mol·dm-3, 
NH4VO3 = 0,002 mol·dm
-3
, Na2MoO4 = 0,01 mol·dm
-3
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Graf  6:Diferenční absorpční spektrum ternárního systému s vanadičnanem v závislosti na koncentraci 
kyseliny chlorovodíkové. Pořadí komponent bylo KH2PO4, HCl, Na2MoO4 a NH4VO3. Koncentrace 
jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6 mol·dm-3, HCl = 0,05 až 1,0  mol·dm-3, 
NH4VO3 = 0,002  mol·dm
-3
, Na2MoO4 = 0,01 mol·dm
-3
. 
 
4.1.2 Vliv molybdenanu sodného 
Molybdenan sodný byl optimalizován v koncentračním rozsahu 0,001 aţ 0,03 mol∙dm-3.  
V závislsoti na koncentraci přidávaného molybdenanu docházelo ke zvyšování absorbance v 
celém systému. V diferenčním absorpčním spektru se tento trend ustálil při koncentraci 
molybdenanu 0,01 mol∙dm-3. Proto byla tato koncentrace vybrána jako optimální pro další 
měření. 
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Graf 7: Absorpční spektrum ternárního systému s vanadičnanem v závislosti na koncentraci 
molybdenanu sodného. Pořadí komponent bylo KH2PO4, HCl, Na2MoO4 a NH4VO3. Koncentrace 
jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6 mol·dm-3, HCl = 0,02 mol·dm-3,  
NH4VO3 = 0,002 mol·dm
-3
, Na2MoO4 = 0,001 až 0,03 mol·dm
-3
. 
 
 
Graf 8: Diferenční absorpční spektrum ternárního systému s vanadičnanem v závislosti na koncentraci 
molybdenanu sodného. Pořadí komponent bylo KH2PO4, HCl, Na2MoO4 a NH4VO3. Koncentrace 
jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6 mol·dm-3, HCl = 0,02 mol·dm-3, 
NH4VO3 = 0,002  mol·dm
-3
, Na2MoO4= 0,001 až 0,03 mol·dm
-3
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4.1.3 Vliv vanadičnanu amonného 
V ternárním systému vykazovala největší diferenci oproti blanku koncentrace vanadičnanu  
0,0005 mol∙dm-3.  
Se stoupající koncentrací vanadičnanu rostla i absorbance systému, ale v diferenčním 
absorpčním spektru došlo k největšímu rozdílu oproti blanku právě u koncentrace 
vanadičnanu 0,0005 mol∙dm-3. Proto tato hodnota byla zvolena jako optimální. 
 
 
 
Graf 9: Absorpční spektrum ternárního systému s vanadičnanem v závislosti na koncentraci 
vanadičnanu amonného. Pořadí komponent bylo KH2PO4, HCl, Na2MoO4 a NH4VO3. Koncentrace 
jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6 mol·dm-3, HCl = 0,02 mol·dm-3, NH4VO3 = 0,0005 až 
0,004 mol·dm-3, Na2MoO4= 0,01 mol·dm
-3
. 
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Graf 10: Diferenční absorpční spektrum ternárního systému s vanadičnanem v závislosti na 
koncentraci vanadičnanu amonného. Pořadí komponent bylo KH2PO4, HCl, Na2MoO4  
a NH4VO3. Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6 mol·dm-3,  
HCl = 0,02 mol·dm-3, NH4VO3 = 0,0005 až 0,004  mol·dm
-3
, Na2MoO4= 0,01 mol·dm
-3
. 
4.1.4 Vliv pořadí přídavku činidel 
Vliv pořadí přídavku činidel na absorbanci systému nebyl téměř ţádný, ale rozdíl byl 
patrný aţ v diferenci oproti blanku. Jako optimální bylo pořadí fosforečnan (P), kyselina 
chlorovodíková (K), molybdenan sodný (Mo) a vanadičnan amonný (V). 
 
      
Graf 11:Absorpční spektrum ternárního systému s vanadičnanem v závislosti na pořadí přídavku 
činidel. Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6 mol·dm-3, HCl = 0,02 mol·dm-3, 
NH4VO3 = 0,0005 mol·dm
-3
a Na2MoO4 = 0,01mol·dm
-3
. 
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Graf 12: Diferenční absorpční spektrum ternárního systému s vanadičnanem v závislosti na pořadí 
přídavku činidel. Pořadí komponent bylo KH2PO4, HCl, Na2MoO4 a NH4VO3. Koncentrace 
jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6 mol·dm-3, HCl = 0,02 mol·dm-3,  
NH4VO3 = 0,0005  mol·dm
-3
, Na2MoO4= 0,01 mol·dm
-3
. 
4.1.5 Viv času 
Z absorpčního i z diferenčního absorpčního spektra je patrné, ţe systém je stabilní jiţ po  
5 minutách po přidavku všech činidel a dále nedochází vlivem času ke změně absorbance v 
celém systému.  
 
Graf 13: Absorpční spektrum ternárního systému s vanadičnanem v závislosti na čase. Pořadí 
komponent bylo KH2PO4, HCl, Na2MoO4 a NH4VO3. Koncentrace jednotlivých  
komponent bylo KH2PO4 = 5,5·10
-6 mol·dm-3, HCl = 0,02 mol·dm-3, NH4VO3 = 0,001 až 0,01 mol·dm
-3
, 
Na2MoO4 = 0,005 až 0,02 mol·dm
-3
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Graf 14: Diferenční absorpční spektrum ternárního systému s vanadičnanem v závislosti na čase. 
Pořadí komponent bylo KH2PO4, HCl, Na2MoO4 a NH4VO3. Koncentrace jednotlivých komponent  
byla KH2PO4 = 5,5·10
-6 mol·dm-3,HCl = 0,02 mol·dm-3, NH4VO3 = 0,001 až 0,01 mol·dm
-3
,  
Na2MoO4 = 0,005 až 0,02 mol·dm
-3
. 
4.1.6 Kalibrační křivka 
Byly sestrojeny 2 kalibrační křivky pro 6 koncetračních hladin orthofosforečnanů (2,0; 4,0; 
6,0; 8,0; 10 a 12 mg∙dm-3 a 10; 20; 30; 40; 50 a 60 mg∙dm-3 ), kdy kaţdá koncentrační hladina 
byla změřena třikrát při vlnové délce 375 nm. Naměřená data byla podrobena testu linearity, 
homogenity rozptylu a byly vyhodnoceny pásy spolehlivosti.  
Byly vypočteny detekční limity z kalibrační křivky pomocí metody dle Millera, metodou 
3σ (IUPAC) a dle Grahama. Dále bylo vypočítáno, ţe testovaná hodnota PG1 je menší neţ 
tabelovaná hodnota Ff1;f2;0,99 a proto lze konstatovat, ţe rozdíl mezi testovanými rozptyly není 
významný a proto lze rozptyly pokládat za homogenní. Tím bylo moţné pouţít jednoduchou 
lineární regresní analýzu. Dále byly porovnány směrodatné odchylky pro lineární a nelineární 
kalibrační funkci, kdy byla porovnána testovaná hodnota PG2 s tabelovanou hodnotou F2, kde 
hodnota PG2 vyšla niţší jak hodnota tabelovaná a lze říci, ţe nelineární kalibrační funkce 
nevede k významně lepší těsnosti. 
Z naměřených křivek je patrné, ţe systém je lineární v poměrně širokém koncentračním 
rozsahu a citlivost se pomalu zvyšuje se vzrůstajícím koncentračním rozsahem 
orthofosforečnanů. Proto pouţití tohoto systému je vhodnější pro vzorky s vyššími 
koncentracemi orthofosforečnanů. 
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Graf 15: Kalibrační závislost systému na koncentraci orthofosforečnanů s  0,02 mol·dm-3 HCl, 
0,01 mol·dm-3 molybdenananem sodným a 0,004 mol·dm-3 vanadičnanem amonným při 375 nm 
 s vyznačenou horní (HMIS) a dolní (DMIS) mezí intervalu spolehlivosti a experimentálními daty 
včetně detekčních limitů vypočtených podle Grahama (XDα, XDβ) a detekčního limitu vypočteného 
podle Millera (Xm). 
 
Tabulka 2: Vypočteně hodnoty z kalibrační křivky. 
Xdα 0,302 mg∙dm
-3
 
Xdβ 0,894 mg∙dm
-3
 
X3σ 0,230 mg∙dm
-3
 
Xm 0,490 mg∙dm
-3
 
ε (mol-1.cm-1. dm3) 5 728 ± 1 368 
PG1 0,20 
Ff1,f2;0,99 6,54 
PG2 0,04 
F2 2,15 
  
 
y = 0,0494x + 0,0032
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Graf 16: Kalibrační závislost systému na koncentraci orthofosforečnanů s  0,02mol·dm-3 HCl, 
0,01 mol·dm-3 molybdenananem sodným a 0,004 mol·dm-3 vanadičnanem amonným při 375 nm s 
vyznačenou horní (HMIS) a dolní (DMIS) mezí intervalu spolehlivosti a experimentálními daty včetně 
detekčních limitů vypočtených podle Grahama (XDα, XDβ) a detekčního limitu vypočteného podle 
Millera (Xm). 
 
Tabulka 3: Vypočtené hodnoty z kalibrační křivky. 
Xdα 3,271 mg∙dm
-3
 
Xdβ 9,323 mg∙dm
-3
 
X3σ 0,220 mg∙dm
-3
 
Xm 3,28 mg∙dm
-3
 
ε (mol-1.cm-1.dm3) 4 999 ± 125,5 
PG1 0,64 
Ff1,f2;0,99 6,54 
PG2 2,09 
F2 2,15 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
y = 0,053x - 0,054
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4.2 Ternární komplex s nilskou modří 
4.2.1 Vliv koncentrace barviva a orthofosforečnanu 
Ke koncentraci orthofosforečnanů 8.10-5 mol∙dm-3 byla shledána jako nejvhodnější 
koncentrace nilské modři 6,4∙10-4 mol∙dm-3, coţ odpovídá osminásobnému nadbytku oproti 
orthofosforečnanům. Při této koncentraci nilské modři dosahuje komplex maximální hodnoty 
absorbance při 650 nm, která se jiţ se zvyšujícím nadbytkem činidla dále nemění.  
 
 
Graf 17: Graf závislosti orthofosforečnanů na nadbytku barviva v ternárním komplexu s nilskou 
modří. Pořadí jednotlivých komponent byla KH2PO4, Brij 35, Na2MoO4, H2SO4 a niská modř. 
Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 8·10
-6
 mol·dm-3, Brij 35 = 0,01%,  
Na2MoO4 = 0,06 mol·dm
-3
, H2SO4 = 1,0 mol·dm
-3
, 
4.2.2 Vliv acidity 
U systému s nilskou modří lze pouţít kyselinu sírovou i kyselinu chlorovodíkovou. 
Nejvhodnější koncentrace kyseliny je v systému 1,4 mol∙dm-3. Při této koncentraci u obou 
kyselin je dosaţeno nejvyšší diference v diferenčním absorpčním spektru oproti blanku. Pro 
další měření byla zvolena kyselina sírová, jelikoţ absorbance systému při vhodné aciditě je  
vyšší neţ u ostatních kyselin. 
U kyseliny sírové dochází s postupným zvyšováním acidity ke sniţování absorbance  
v celém systému, ale v diferenčním absorpčním spektru je tomu naopak, kdy dochází se 
zvyšující se aciditou ke zvyšování diference absorbance systému oproti blanku. 
U kyseliny dusičné docházelo u komplexu k tvorbě sraţeniny od 0,1 aţ po  
0,6 mol∙dm-3 HNO3. Kyselina dusičná se jeví jako nejméně vhodná, protoţe absorbance 
blanků byly příliš vysoké a tím i diference spekter komplexu s orthofosforečnany byly nízké. 
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Graf 18: Absorpční spektrum ternárního komplexu s nilskou modří v závislosti na koncetraci kyseliny 
sírové. Pořadí komponent bylo KH2PO4, Brij 35, Na2MoO4, H2SO4 a nilská modř. Koncentrace 
jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 8·10
-6
 mol·dm-3, Brij 35 = 0,01%, Na2MoO4 = 0,06 mol·dm
-3
, 
H2SO4 = 0,1 až 1,6 mol·dm
-3
, NM = 6,4·10-5  mol·dm-3. 
 
 
Graf 19: Diferenční absorpční spektrum ternárního komplexu s nilskou modří v závislosti na 
koncetraci kyseliny sírové. Pořadí komponent bylo KH2PO4, Brij 35, Na2MoO4, H2SO4 a nilská modř. 
Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 8·10
-6
 mol·dm-3, Brij 35 = 0,01%,  
Na2MoO4 = 0,06 mol·dm
-3
, H2SO4 = 0,1 až 1,6  mol·dm
-3
, NM = 6,4·10-5  mol·dm-3. 
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Graf  20: Absorpční spektrum ternárního komplexu s nilskou modří v závislosti na koncetraci kyseliny 
chlorovodíkové. Pořadí komponent bylo KH2PO4, Brij 35, Na2MoO4, HCl a nilská modř.  
Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 8·10
-6
 mol·dm-3, Brij 35 = 0,01%,  
Na2MoO4 = 0,06 mol·dm
-3, HCl = 0,1 až 1,6 mol·dm-3, NM = 6,4·10-5  mol·dm-3. 
 
 
Graf 21: Diferenční absorpční spektrum ternárního komplexu s nilskou modří v závislosti na 
koncetraci kyseliny chlorovodíkové. Pořadí komponent bylo KH2PO4, Brij 35, Na2MoO4, HCl a nilská 
modř. Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 8·10
-6
 mol·dm-3, Brij 35 = 0,01%,  
Na2MoO4 = 0,06 mol·dm
-3
, HCl = 0,1 až 1,6 mol·dm-3, NM = 6,4·10-5  mol·dm-3. 
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Graf  22: Absorpční spektrum ternárního komplexu s nilskou modří v závislosti na koncetraci kyseliny 
dusičné. Pořadí komponent bylo KH2PO4, Brij 35, Na2MoO4, HNO3 a nilská modř. 
Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 8·10
-6
 mol·dm-3, Brij 35 = 0,01%,  
Na2MoO4 = 0,06 mol·dm
-3
, HNO3 = 0,1 až 1,6 mol·dm
-3
, NM = 6,4·10-5  mol·dm-3. 
 
 
Graf 23: Diferenční absorpční spektrum ternárního komplexu s nilskou modří v závislosti na 
koncetraci kyseliny dusičné. Pořadí komponent bylo KH2PO4, Brij 35, Na2MoO4, HNO3 a niská modř. 
Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 8·10
-6
 mol·dm-3, Brij 35 = 0,01%,  
Na2MoO4 = 0,06 mol·dm
-3
, HNO3 = 0,1 až 1,6 mol·dm
-3
, NM = 6,4·10-5  mol·dm-3. 
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4.2.3 Vliv molybdenanu sodného 
Při vybrané aciditě 1,4 mol∙dm-3 a dané koncentraci orthofosforečnanu a barviva je 
nejvhodnější koncentrace molybdenanu sodného 0,03 mol∙dm-3. Při této koncentraci 
molybdenanu vykazuje systém nejvyšší absorbanci i největší diferenci oproti blanku. Od 
koncentrace molybdenanu 0,1 mol∙dm-3 do dané koncentrace 0,03 mol∙dm-3 absorbance 
systému stoupá a následně pak jiţ je absorbance systému opět niţší. 
Se změnou koncentrace molybdenanu dochází i k celkové změně absorbance při všech 
vlnových délkách, aţ při vlnové délce 514 nm dochází k naměření stejné absorbance, tento 
bod se označuje jako isobestický. 
 
 
Graf 24:Absorpční spektrum ternárního komplexu s nilskou modří v závislosti na koncetraci 
molybdenanu sodného. Pořadí komponent bylo KH2PO4, Brij 35, Na2MoO4, H2SO4 a nilská modř. 
Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10-6 mol·dm
-3
, Brij 35 = 0,01%,  
Na2MoO4 = 0,01 až 1,0 mol·dm
-3
,H2SO4 = 1,4 mol·dm
-3
, NM = 6,4·10-5  mol·dm-3. 
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Graf 25: Diferenční absorpční spektrum ternárního komplexu s nilskou modří v závislosti na 
koncetraci molybdenanu sodného. Pořadí komponent bylo KH2PO4, Brij 35, Na2MoO4, H2SO4 
a nilská modř. Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6
 mol·dm-3,  
Brij 35 = 0,01%, Na2MoO4 = 0,01 až 1,0 mol·dm
-3
,H2SO4 = 1,4 mol·dm
-3
, NM = 6,4·10-5  mol·dm-3. 
4.2.4 Vliv tenzidu 
Vliv jednotlivých tenzidů je patrný z diferenčních absorpčních křivek. U Brije 35 
s rostoucí koncentrací tenzidu klesala celková absorbance komplexu a při koncentraci 
0,005 % byla absorbance v diferenčním spektru největší. U polyvinylalkoholu docházelo 
podobně jako u komplexu s malachitovou zelení k vypadávání tenzidu z roztoku, proto tento 
tenzid se jeví jako méně vhodný. Triton X, který byl vybrán jako optimální, měl největší 
diferenci oproti blanku v diferenčním absorpčním spektru ze všech tenzidů při koncentraci 
0,003 % a také došlo při této koncentraci k posunutí absorpčního maxima k vyšším vlnovým 
délkám. 
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Graf 26:Absorpční spektrum ternárního komplexu nilskou modří v závislosti na koncetraci PVA. 
Pořadí komponent bylo KH2PO4, PVA, Na2MoO4, H2SO4 a nilská modř. Koncentrace jednotlivých 
komponent byla KH2PO4 = 5,5·10-6 mol·dm
-3
, PVA = 0,001 až 0,04 %,  
Na2MoO4 = 0,03 mol·dm
-3
,H2SO4 = 1,4 mol·dm
-3
, NM = 6,4·10-5  mol·dm-3. 
 
 
Graf 27: Diferenční absorpční spektrum ternárního komplexu s nilskou modří v závislosti na 
koncetraci PVA. Pořadí komponent bylo KH2PO4, PVA, Na2MoO4, H2SO4 a nilská modř. Koncentrace 
jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6
 mol·dm-3, PVA = 0,001 až 0,04 %, 
Na2MoO4 = 0,03 mol·dm
-3
, H2SO4 = 1,4 mol·dm
-3
, NM = 6,4·10-5  mol·dm-3. 
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Graf 28:Absorpční spektrum ternárního komplexu s nilskou modří v závislosti na koncetraci Brije 35. 
Pořadí komponent bylo KH2PO4, Brij 35, Na2MoO4, H2SO4 a nilská modř. 
Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6
 mol·dm-3, PVA = 0,001 až 0,1 %, 
Na2MoO4 = 0,03 mol·dm
-3
, H2SO4 = 1,4 mol·dm
-3
, NM = 6,4·10-5  mol·dm-3. 
 
 
Graf 29: Diferenční absorpční spektrum ternárního komplexu s nilskou mdří v závislosti na koncetraci 
Brije 35. Pořadí komponent bylo KH2PO4, Brij 35, Na2MoO4, H2SO4 a nilská modř. Koncentrace 
jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10-6 mol·dm
-3
, Brij 35 = 0,001 až 0,1 %, 
Na2MoO4 = 0,03 mol·dm
-3
, H2SO4 = 1,4 mol·dm
-3
, NM = 6,4·10-5  mol·dm-3. 
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Graf 30:Absorpční spektrum ternárního komplexu s nilskou modří v závislosti na koncetraci 
Tritonu X. Pořadí komponent bylo KH2PO4, Triton X, Na2MoO4, H2SO4 a nilská modř.  
Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6
 mol·dm-3, Triton X = 0,001 až 0,04 %, 
Na2MoO4 = 0,03 mol·dm
-3
, H2SO4 = 1,4 mol·dm
-3
, NM = 6,4·10-5  mol·dm-3. 
 
      
Graf 31: Diferenční absorpční spektrum ternárního komplexu s nilskou modří v závislosti na 
koncetraci Tritonu X. Pořadí komponent bylo KH2PO4, Triton X, Na2MoO4, H2SO4 a nilská modř. 
Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6
 mol·dm-3, Triton X = 0,001 až 0,04 %, 
Na2MoO4 = 0,03  mol·dm
-3
, H2SO4 = 1,4 mol·dm
-3
, NM = 6,4·10-5  mol·dm-3. 
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4.2.5 Vliv pořadí přídavku činidel 
Jako nejvhodnější kombinace přídavku jednotlivých činidel je pořadí orthofosforečnan (P), 
Triton X (Tr), molybdenan sodný (Mo), kyselina sírová (K) a nilská modř (NM). Diference 
oproti blanku je při této kombinaci přídavku činidel největší. Ostatní kombinace mají 
diferenci oproti blanku přibliţně stejnou, ale zároveň podstatně niţší oproti zmíněné vybrané 
kombinaci pořadí přídavku činidel.  
 
 
 
Graf 32: Absorpční spektrum ternárního komplexu s nilskou modří v závislosti na pořadí přídavku 
činidel. Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6
 mol·dm-3, Triton X = 0,003%, 
Na2MoO4 = 0,03  mol·dm
-3
, H2SO4 = 1,4 mol·dm
-3
, NM = 6,4·10-5  mol·dm-3. 
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Graf 33:Diferenční absorpční spektrum ternárního komplexu s nilskou modří v závislosti na pořadí 
přídavku činidel. Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6
 mol·dm-3,  
Triton X = 0,003%, Na2MoO4 = 0,03  mol·dm
-3
, H2SO4 = 1,4 mol·dm
-3
, NM = 6,4·10-5  mol·dm-3. 
4.2.6 Vliv času 
Z absorpčního i z diferenčního absorpčního spektra je patrné, ţe systém je stabilní téměř 
ihned po přidání všech činidel a nedochází vlivem času ke změně absorbance v celém 
systému. Pouze u vlnových délek 660 aţ 750 nm je vidět mírný posun absorpčního spektra, 
který je však stabilní jiţ po 5 minutách. 
 
 
Graf 34: Absorpční spektrum ternárního komplexu s nilskou modří v závislosti na čase. Pořadí 
komponent bylo KH2PO4, Triton X, Na2MoO4, H2SO4 a nilská modř. Koncentrace jednotlivých 
komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6
 mol·dm-3, Triton X = 0,003 %, Na2MoO4 = 0,03  mol·dm
-3
, 
 H2SO4= 1,4 mol·dm
-3, NM = 6,4·10-5  mol·dm-3. 
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Graf 35: Diferenční absorpční spektrum ternárního komplexu s nilskou modří v závislosti načase. 
Pořadí komponent bylo KH2PO4, Triton X, Na2MoO4, H2SO4 a nilská modř. Koncentrace jednotlivých 
komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6
 mol·dm-3, Triton X = 0,003 %, Na2MoO4 = 0,03  mol·dm
-3
,  
H2SO4 = 1,4 mol·dm
-3, NM = 6,4·10-5  mol·dm-3. 
4.2.7 Vliv dimethylformamidu 
Některá barviva se mohou hůře rozpouštět ve vodných roztocích, proto byl zkoušen vliv 
přídavku organického rozpouštědla dimethylformamidu. Byly testovány koncentrace v 
rozsahu 1 aţ 25 % obj. Při pouţiti dimethylformamidu v ternárním systému docházelo jiţ od 
nejniţšího přidavku rozpouštědla k postupnému sniţování diference oproti blanku. Proto 
pouţití dimethylformamidu se jeví jako méně vhodné. 
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Graf 36: Absorpční spektrum ternárního komplexu s nilskou modří v závislosti na koncentraci 
dimethylformamidu. Pořadí komponent bylo KH2PO4, Triton X, Na2MoO4, H2SO4 a nilská modř. 
Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6
 mol·dm-3, Triton X = 0,003 %,  
Na2MoO4 = 0,03  mol·dm
-3
, H2SO4 = 1,4 mol·dm
-3
, NM = 6,4·10-5  mol·dm-3, DMF = 0 až 25 % obj. 
 
 
Graf 37:Diferenční absorpční spektrum ternárního komplexu s nilskou modřív v závislosti na 
koncentraci dimethylformamidu. Pořadí komponent bylo KH2PO4, Triton X, Na2MoO4, H2SO4  a nilská 
modř. Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10-6 mol·dm
-3
, Triton X = 0,003 %, 
Na2MoO4 = 0,03  mol·dm
-3
, H2SO4 = 1,4 mol·dm
-3
, NM = 6,4·10-5  mol·dm-3, DMF = 0 až 25 % obj. 
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4.2.1 Určení molárního poměru nilské modři a orthofosforečnanu 
U terárního systému s  nilskou modří byla provedena metoda kontinuálních variací a byla 
sestrojena Jobova křivka podle vztahu (27): 
1
5,01
5,0
x1
x
n
max
max 




 
byla vypočítána hodnota poměru n, která činí 1, proto poměr NM : orthofosforečnan v 
systému je 1:1. 
 
Tabulka 4:Objemové poměry ekvimolárních roztoků NM  a KH2PO4 o c = 5·10
-5
 mol·dm-3. 
x: 1 0,9 0,8 0,7 0,6 0,5 0,4 0,3 0,2 0,1 0 
MZ-ox 
(cm
3
) 
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
KH2PO4 
(cm
3
) 
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 
 
 
Graf 38: Jobova křivka, která je vynesena proti ose y, na které je pro Jobovu křivku ΔA, pro blank a 
komplex A. V bodě 0 je koncentrace malachitové zeleně (oxalátu) maximální a koncentrace 
orthofosforečnanů nulová a v bodě 1 na ose x je koncentrace orthofosforečnanů maximální a 
koncentrace nilské modři nulová. 
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4.2.2 Kalibrační křivka 
Kalibrační křivka byla sestrojena pro 8 koncetračních hladin orthofosforečnanů (0,1; 0,2; 
0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7 a 0,8 mg∙dm-3), kdy kaţdá koncentrační hladina byla změřena třikrát při 
vlnové délce 686 nm. Naměřená data byla podrobena testu linearity, homogenity rozptylu a 
byly vyhodnoceny pásy spolehlivosti.  
Byly vypočteny detekční limity z kalibrační křivky pomocí metody dle Millera, metodou 
3σ (IUPAC) a dle Grahama. Dále bylo vypočítáno, ţe testovaná hodnota PG1 je menší neţ 
tabelovaná hodnota Ff1;f2;0,99 a proto lze konstatovat, ţe rozdíl mezi testovanými rozptyly není 
významný a proto lze rozptyly pokládat za homogenní. Proto bylo moţné pouţít jednoduchou 
lineární regresní analýzu. Byly porovnány směrodatné odchylky pro lineární a nelineární 
kalibrační funkci, kdy byla porovnána testovaná hodnota PG2 s tabelovanou hodnotou F2. 
Hodnota PG2 vyšla niţší jak hodnota tabelovaná a lze říci, ţe nelineární kalibrační funkce 
nevede k významně lepší těsnosti. 
 
 
Graf 39: Kalibrační závislost systému na koncentraci orthofosforečnanů s 1,4 mol·dm-3 H2SO4, 
0,003% Tritonu X, 6,4·10-5mol·dm-3 nilskou modří,0,03mol·dm-3 molybdenananem sodným při 686 nm 
s vyznačenou horní (HMIS) a dolní (DMIS) mezí intervalu spolehlivosti a experimentálními daty 
včetně detekčních limitů vypočtených podle Grahama (XDα, XDβ) a detekčního limitu vypočteného 
podle Millera (Xm). 
 
Tabulka 5: Vypočtené hodnoty z kalibrační závislosti. 
Xdα 0,008 mg∙dm
-3
 
Xdβ 0,008 mg∙dm
-3
 
X3σ 0,012 mg∙dm
-3
 
Xm 0,018 mg∙dm
-3
 
ε (mol-1.cm-1. dm3) 104 400 ± 4 000 
PG1 0,07 
Ff1,f2;0,99 6,54 
PG2 0,71 
F2 2,15 
y = 1,0606x + 0,0008
R² = 0,9994
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4.3 Ternární komplex s oxalátem malachitové zeleně 
4.3.1 Vliv koncentrace barviva a orthofosforečnanu 
Ke koncentraci orthofosforečnanů 5,5∙10-6 mol∙dm-3 byla jako nejvhodnější shledána 
koncentrace oxalátu malachitové zeleně 7,7∙10-5 mol∙dm-3, coţ odpovídá dvanáctinásobnému 
nadbytku oproti koncentraci orthofosforečnanů. Při této koncentraci malachitové zeleně 
dosahuje komplex maximální hodnoty absorbance při 601 nm, která se jiţ se zvyšujícím 
nadbytkem činidla dále nemění.  
 
 
Graf 40: Graf závislosti orthofosforečnanů na nadbytku barviva v ternárním komplexu s oxalátem 
malachitové zeleně. Pořadí jednotlivých komponent byla KH2PO4, Brij 35, Na2MoO4, H2SO4 a oxalát 
malachitové zeleně a koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6
 mol·dm-3,  
Brij 35 = 0,01%, Na2MoO4 = 0,06 mol·dm
-3
, H2SO4 = 1,0 mol·dm
-3
. 
4.3.2 Vliv acidity 
Vliv acidity je důleţitý nejen pro tvorbu molybdátofosforečné kyseliny v prvotní fázi, ale 
také pro protonizaci bazického barviva.  
Z kyselin se jeví jako nejlepší kyselina sírová, která při koncentraci 0,4 mol∙dm-3 vykazuje 
nejvyšší absorbanci systému oproti blanku. Kyselina chlorovodíková při aciditě  
0,4 mol∙dm-3 jevila posun celého absorpčního spektra systému k vyšším vlnovým délkám  
a měla celkově o něco niţší absorbanci ternárního komplexu proti blanku. 
U kyseliny dusičné se při niţších koncentracích v systému tvořila sraţenina, coţ je patrné 
z absorpčních i z diferenčních absorpčních spekter, kde je patrný šum. 
Lze konstatovat, ţe niţší acidity v systému způsobovaly tvorbu sraţenin, coţ se projevalo 
zmíněným šumem v absoprpčním spektru. Vyšší acidity naopak způsobovaly niţší absorbanci 
blanku, ale zároveň i nízkou absorbanci ternárního systému, takţe výsledkem byly niţší 
rozdíly absorbancí. 
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Graf 41: Absorpční spektrum ternárního komplexu s oxalátem malachitové zeleně v závislosti na 
koncetraci kyseliny sírové. Pořadí komponent bylo KH2PO4, Brij 35, Na2MoO4, H2SO4 a oxalát 
malachitové zeleně. Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6
 mol·dm-3, 
Brij 35 = 0,01%, Na2MoO4 = 0,03 mol·dm
-3
, H2SO4 = 0,1 až 1 mol·dm
-3
, MZ - ox = 7,7·10-5  mol·dm-3. 
 
 
Graf 42: Diferenční absorpční spektrum ternárního komplexu s oxalátem malachitové zeleně v 
závislosti na koncetraci kyseliny sírové. Pořadí komponent bylo KH2PO4, Brij 35, Na2MoO4, H2SO4 
a oxalát malachitové zeleně. Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6
 mol·dm-3, 
Brij 35 = 0,01%, Na2MoO4 = 0,03 mol·dm
-3
, H2SO4 = 0,1 až 1 mol·dm
-3
, MZ - ox = 7,7·10-5  mol·dm-3. 
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Graf 43:Absorpční spektrum ternárního komplexu s oxalátem malachitové zeleně v závislosti na 
koncetraci kyseliny chlorovodíkové. Pořadí komponent bylo KH2PO4, Brij 35, Na2MoO4, HCl a oxalát 
malachitové zeleně. Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6
 mol·dm-3,  
Brij 35 = 0,01%, Na2MoO4 = 0,03 mol·dm
-3
,HCl = 0,1 až 1 mol·dm-3, MZ - ox = 7,7·10-5  mol·dm-3. 
 
 
Graf 44: Diferenční absorpční spektrum ternárního komplexu s oxalátem malachitové zeleně v 
závislosti na koncetraci kyseliny chlorovodíkové. Pořadí komponent bylo KH2PO4, Brij 35, Na2MoO4, 
HCl a oxalát malachitové zeleně. Koncentrace jednotlivých komponent byla  
KH2PO4 = 5,5·10
-6
 mol·dm-3, Brij 35 = 0,01%, Na2MoO4 = 0,03 mol·dm
-3
, HCl = 0,1 až 1 mol·dm-3, 
MZ - ox = 7,7·10-5  mol·dm-3. 
0
0,5
1
1,5
2
2,5
3
3,5
4
350 400 450 500 550 600 650 700 750
A
λ (nm)
0,1 M 0,2 M 0,4 M 0,8 M 1,0 M
-0,2
-0,1
0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
350 400 450 500 550 600 650 700 750
Δ
 A
λ (nm)
0,1 M 0,2 M 0,4 M 0,8 M 1,0 M
  
57 
 
 
Graf 45: Absorpční spektrum ternárního komplexu s oxalátem malachitové zeleně v závislosti na 
koncetraci kyseliny dusičné. Pořadí komponent bylo KH2PO4, Brij 35, Na2MoO4, HNO3 a oxalát 
malachitové zeleně. Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6
 mol·dm-3,  
Brij 35 = 0,01%, Na2MoO4 = 0,03 mol·dm
-3
,HNO3 = 0,1 až 1 mol·dm
-3
, MZ - ox = 7,7·10-5  mol·dm-3. 
 
 
Graf 46: Diferenční absorpční spektrum ternárního komplexu s oxalátem malachitové zeleně v 
závislosti na koncetraci kyseliny dusičné. Pořadí komponent bylo KH2PO4, Brij 35, Na2MoO4, HNO3  
a oxalát malachitové zeleně. Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6
 mol·dm-3, 
Brij 35 = 0,01%, Na2MoO4 = 0,03 mol·dm
-3
, HNO3 = 0,1 až 1 mol·dm
-3
, MZ - ox = 7,7·10-5  mol·dm-3. 
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4.3.3 Vliv molybdenanu sodného 
Koncentrace molybdenanu sodného je nezanedbatelný parametr, který také ovlivňuje 
celkovou absorbanci systému. V absorpčním spektru komplexu je jasný trend, kdy se 
zvyšující koncentrací molybdenanu se zároveň zvyšuje i absorbance celého systému. 
Z diferenčního absorpčního spektra v závislosti na koncentraci molybdenanu sodného je pak 
patrné, ţe pro danou koncentraci orthofosforečnanu, aciditu a koncentraci oxalátu 
malachitové zeleně se jeví jako nejvhodnější koncentrace 0,06 mol∙dm-3, jelikoţ vykazuje 
největší diferenci oproti blanku. 
 
 
Graf 47: Absorpční spektrum ternárního komplexu s oxalátem malachitové zeleně v závislosti na 
koncetraci molybdenanu sodného. Pořadí komponent bylo KH2PO4, Brij 35, Na2MoO4, HCl a oxalát 
malachitové zeleně. Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6
 mol·dm-3,  
Brij 35 = 0,01%, Na2MoO4 = 0,01 až 1 mol·dm
-3
,H2SO4 = 0,4 mol·dm
-3
, MZ - ox = 7,7·10-5  mol·dm-3. 
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Graf 48: Diferenční absorpční spektrum ternárního komplexu s oxalátem malachitové zeleně v 
závislosti na koncetraci molybdenanu sodného. Pořadí komponent bylo KH2PO4, Brij 35, Na2MoO4, 
H2SO4 a oxalát malachitové zeleně. Koncentrace jednotlivých komponent byla  
KH2PO4 = 5,5·10
-6
 mol·dm-3, Brij 35 = 0,01%, Na2MoO4 = 0,01 až 1 mol·dm
-3
,H2SO4 = 0,4 mol·dm
-3
, 
MZ - ox = 7,7·10-5  mol·dm-3. 
4.3.4 Vliv tenzidu 
Tenzidy jsou přidávané ke komplexu, aby se zabránilo vypadávání komplexu z roztoku  
a bylo tak dosaţeno stabilizace celého komplexu v roztoku. Bez přídavku tenzidu docházelo 
k tvorbě sraţenin a sorpce barviva na stěny laboratorního skla. 
Byly pouţity 3 neionogenní tenzidy a to Brij 35, Triton X a polyvinylalkohol o relativní 
molekulové hmotnosti 70 000. U polyvinylalkoholu docházelo jiţ od nízkých koncentrací 
k vypadávání polyvinylalkoholu z roztoku a s rosotoucí koncentrací PVA se posouvalo celé 
absorpční spektrum komplexu. Je to dáno pravděpodobně horší rozpustností a stabilitou PVA 
ve vodě. U Tritonu X zase docházelo k tvorbě zákalu. Jako nejvhodnější se ukázal Brij 35 
v koncentraci 0,01 %, kdy bylo dosaţeno nejvyššího rozdílu absorbance oproti blanku. 
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Graf 49:Absorpční spektrum ternárního komplexu s oxalátem malachitové zeleně v závislosti na 
koncetraci PVA. Pořadí komponent bylo KH2PO4, PVA, Na2MoO4, H2SO4 a oxalát malachitové zeleně. 
Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6
 mol·dm-3, PVA = 0,001 až 0,1 %, 
Na2MoO4 = 0,06 mol·dm
-3
, H2SO4 = 0,4 mol·dm
-3
, MZ - ox = 7,7·10-5  mol·dm-3. 
 
 
Graf 50: Diferenční absorpční spektrum ternárního komplexu s oxalátem malachitové zeleně v 
závislosti na koncetraci PVA. Pořadí komponent bylo KH2PO4, PVA, Na2MoO4, H2SO4 a oxalát 
malachitové zeleně. Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6
 mol·dm-3,  
PVA = 0,001 až 0,1 %, Na2MoO4 = 0,06 mol·dm
-3
,H2SO4 = 0,4 mol·dm
-3
, MZ - ox = 7,7·10-5  mol·dm-3. 
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Graf 51:Absorpční spektrum ternárního komplexu s oxalátem malachitové zeleně v závislosti na 
koncetraci Brije 35. Pořadí komponent bylo KH2PO4, Brij 35, Na2MoO4, H2SO4 a oxalát malachitové 
zeleně. Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6
 mol·dm-3, Brij 35 = 0,001 až 
0,1 %, Na2MoO4 = 0,06 mol·dm
-3
, H2SO4 = 0,4 mol·dm
-3
, MZ - ox = 7,7·10-5  mol·dm-3. 
 
 
Graf 52: Diferenční absorpční spektrum ternárního komplexu s oxalátem malachitové zeleně v 
závislosti na koncetraci Brije 35. Pořadí komponent bylo KH2PO4, Brij 35, Na2MoO4, H2SO4 a oxalát 
malachitové zeleně. Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6
 mol·dm-3,  
Brij 35 = 0,001 až 0,1 %, Na2MoO4 = 0,06 mol·dm
-3
,H2SO4 = 0,4 mol·dm
-3
,  
MZ - ox = 7,7·10-5 mol·dm-3. 
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Graf 53:Absorpční spektrum ternárního komplexu s oxalátem malachitové zeleně v závislosti na 
koncetraci Tritonu X. Pořadí komponent bylo KH2PO4, Triton X, Na2MoO4, H2SO4 a oxalát 
malachitové zeleně. Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6
 mol·dm-3,  
Triton X = 0,001 až 0,1 %, Na2MoO4 = 0,06 mol·dm
-3
,H2SO4 = 0,4 mol·dm
-3
,  
MZ - ox = 7,7·10-5  mol·dm-3. 
 
 
Graf 54: Diferenční absorpční spektrum ternárního komplexu s oxalátem malachitové zeleně v 
závislosti na koncetraci Tritonu X. Pořadí komponent bylo KH2PO4, Triton X, Na2MoO4, H2SO4 
a oxalát malachitové zeleně. Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6
 mol·dm-3,  
Triton X = 0,001 až 0,1 %, Na2MoO4 = 0,06 mol·dm
-3
, H2SO4 = 0,4 mol·dm
-3
,  
MZ - ox = 7,7·10-5 mol·dm-3. 
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4.3.5 Vliv pořadí přídavku činidel 
Vliv pořadí přídavku činidel je viditelný z diferenčního absorpčního spektra, kdy jako 
nejvhodnější se jeví pořadí orthofosforečnan (P), Brij 35 (Br), molybdenan sodný (Mo), 
kyselina sírová (K) a oxalát malachitové zeleně (MZox), jelikoţ při těchto podmínkách má 
komplex nejvyšší absorbanci a to s maximem při 601 nm. Většina zkoumaných pořadí měla 
stabilní absorbanci po 40 minutách. Avšak pořadí K-Mo-P-Br-MZox neměla absorbanci 
komplexu stabilní ani po 60 minutách a docházelo k jejímu postupnému slábnutí i po tomto 
čase.  
 
 
 
Graf 55: Absorpční spektrum ternárního komplexu s oxalátem malachitové zeleně v závislosti na 
pořadí přídavku činidel. Koncentrace jednotlivých komponent byla  
KH2PO4 = 5,5·10
-6
 mol·dm-3, Brij 35 = 0,01 %, Na2MoO4 = 0,06 mol·dm
-3
, H2SO4 = 0,4 mol·dm
-3
,  
MZ - ox = 7,7·10-5 mol·dm-3. 
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Graf 56: Diferenční absorpční spektrum ternárního komplexu s oxalátem malachitové zeleně v 
závislosti na pořadí přídavku činidel. Koncentrace jednotlivých komponent byla  
KH2PO4 = 5,5·10
-6
 mol·dm-3, Brij 35 = 0,01 %, Na2MoO4 = 0,06 mol·dm
-3
, H2SO4 = 0,4 mol·dm
-3
,  
MZ - ox = 7,7·10-5 mol·dm-3. 
4.3.6 Vliv času 
Z absorpčního i z diferenčního absorpčního spektra je patrné, ţe postupem času dochází ke 
sniţování absorbance systému a ustaluje se aţ po 40 minutách ve všech vlnových délkách. 
Systém byl měřen po dobu jedné hodiny. Od 40. do 60. minuty vykazoval systém v celém 
měřeném absorpčním i diferenčním spektru konstatní absorbanci a diferenci. 
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Graf  57: Absorpční spektrum ternárního komplexu s oxalátem malachitové zeleně v závislosti na 
čase. Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6
 mol·dm-3, Brij 35 = 0,01 %, 
Na2MoO4 = 0,06 mol·dm
-3
, H2SO4 = 0,4 mol·dm
-3
, MZ - ox = 7,7·10-5 mol·dm-3. 
 
 
 
Graf 58: Diferenční absorpční spektrum ternárního komplexu s oxalátem malachitové zeleně v 
závislosti na čase. Koncentrace jednotlivých komponent byla KH2PO4 = 5,5·10
-6
 mol·dm-3,  
Brij 35 = 0,01 %, Na2MoO4 = 0,06 mol·dm
-3
,H2SO4 = 0,4 mol·dm
-3
, MZ - ox = 7,7·10-5 mol·dm-3. 
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4.3.7 Vliv dimethylformamidu 
Vliv dimethylformamidu ovlivňuje výrazně absorpční spektrum systému, kdy od 
koncentrace 15 % obj. dochází ke zvyšování absorbance systému a k zeštíhlení absorpční 
křivky. Z diferenčního absorpčního spektra je však také znatelná vysoká absorbance blanku 
v přítomnosti dimethylformamidu oproti ternárnímu systému bez dimethylformamidu, který 
zde má zároveň největší diferenci. Navíc přídavek dimethylformamidu posouvá absorpční 
spektrum k vyšším vlnovým délkám, kde maximum činí 650 nm a zkracuje se doba potřebná 
pro ustálení absorbance na 20 minut. Proto se přídavek 15 % obj. dimethylformamidu u 
tohoto systému jeví jako vhodný. 
 
 
Graf 59: Absorpční spektrum ternárního komplexu s oxalátem malachitové zeleně v závislosti na 
koncentraci dimethylformamidu. Koncentrace jednotlivých komponent byla  
KH2PO4 =5,5·10
-6
 mol·dm-3, Brij 35 = 0,01 %, Na2MoO4 = 0,06 mol·dm
-3
, H2SO4 = 0,4 mol·dm
-3
,  
MZ - ox = 7,7·10-5 mol·dm-3, DMF = 0 až 25 % obj. 
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Graf 60: Diferenční absorpční spektrum ternárního komplexu s oxalátem malachitové zeleně v 
závislosti na koncentraci dimethylformamidu. Koncentrace jednotlivých komponent byla  
KH2PO4 =5,5·10
-6
 mol·dm-3, Brij 35 = 0,01 %, Na2MoO4 = 0,06 mol·dm
-3
,H2SO4 = 0,4 mol·dm
-3
,  
MZ - ox = 7,7·10-5 mol·dm-3, DMF = 0 až 25 % obj. 
4.3.1 Určení molárního poměru oxalátu malachitové zeleně a orthofosforečnanu 
U terárního systému s  oxalátem malachitové zeleně byla provedena metoda kontinuálních 
variací a byla sestrojena Jobova křivka podle vztahu (27): 
1
5,01
5,0
x1
x
n
max
max 




 
byla vypočítána hodnota poměru n, která činí 1, proto poměr MZox : orthofosforečnan v 
systému je 1:1. 
 
Tabulka 6:Objemové poměry ekvimolárních roztoků MZ-ox a KH2PO4 o c = 5·10
-5
 mol/l. 
x: 1 0,9 0,8 0,7 0,6 0,5 0,4 0,3 0,2 0,1 0 
MZ-ox 
(ml) 
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Graf  61: Jobova křivka, která je vynesena proti ose y, na které je pro Jobovu křivku ΔA, pro blank  
a komplex A. V bodě 0 je koncentrace malachitové zeleně maximální a koncentrace fosforečnanů 
nulová a v bodě 1 na ose x je koncentrace orthofosforečnanů maximální a koncentrace oxalátu 
malachitové zeleně nulová. 
 
4.3.2 Kalibrační křivka 
Kalibrační křivka systému byla sestrojena pro 6  koncetračních hladin orthofosforečnanů 
(0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 a 1,2  mg∙dm-3), kdy kaţdá koncentrační hladina byla změřena třikrát 
při vlnové délce 650 nm. Naměřená data byla podrobena testu linearity, homogenity rozptylu 
a byly vyhodnoceny pásy spolehlivosti.  
Byly vypočteny detekční limity z kalibrační křivky pomocí metody dle Millera, metodou 
3σ (IUPAC) a dle Grahama. Dále bylo vypočítáno, ţe testovaná hodnota PG1 je menší neţ 
tabelovaná hodnota Ff1;f2;0,99 a proto lze konstatovat, ţe rozdíl mezi testovanými rozptyly není 
významný a proto lze rozptyly pokládat za homogenní. Proto bylo moţné pouţít jednoduchou 
lineární regresní analýzu. Byly porovnány směrodatné odchylky pro lineární a nelineární 
kalibrační funkci, kdy byla porovnána testovaná hodnota PG2 s tabelovanou hodnotou F2,  
kdy hodnota PG2 vyšla niţší jak hodnota tabelovaná a lze říci, ţe nelineární kalibrační funkce 
nevede k významně lepší těsnosti. 
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Graf  62: Kalibrační závislost systému na koncentraci orthofosforečnanů s 0,4mol·dm-3 H2SO4, 0,01% 
Brij 35, 7,7·10-5mol·dm-3 malachitovou zelení oxalátem, 0,06 mol·dm-3 molybdenananem sodným  
a 15% obj. dimethylformamidu při 650 nm s vyznačenou horní (HMIS) a dolní (DMIS) mezí intervalu 
spolehlivosti a experimentálními daty včetně detekčních limitů vypočtených podle Grahama  
(XDα, XDβ) a detekčního limitu vypočteného podle Millera (Xm). 
 
Tabulka 7: Vypočtené hodnoty z kalibrační křivky. 
Xdα 0,035 mg∙dm
-3
 
Xdβ 0,073 mg∙dm
-3
 
X3σ 0,013 mg∙dm
-3
 
Xm 0,037 mg∙dm
-3
 
ε (mol-1.cm-1. dm3) 111 600 ± 1 935 
PG1 1,18 
Ff1,f2;0,99 6,54 
PG2 2,15 
F2 2,43 
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4.3.3 Vliv cizích iontů 
Byl  studován vliv iontů běţně se vyskytující v přírodních vodách na stanovení 
orthofosforečnanů v ternárním systému s oxalátem malachitové zeleně s přídavkem 
dimethylformamidu. Koncentrace iontů byla povaţována  za rušící, pokud se hodnota 
absorbance při vlnové délce 650 nm lišila o více jak ±5% od hodnoty naměřené blanku, 
obsahující 1·10-5 mol∙dm-3 KH2PO4, 0,01 % Brije 35, 0,06 mol∙dm
-3 
Na2MoO4, 0,4 mol∙dm
-3 
H2SO4 , 7,7·10
-5
 mol∙dm -3oxalátu malachitové zeleně a 15% obj. dimethylformamidu. 
4.3.3.1 Vliv kationtů 
Pro běţně se vyskytující kationty ve vodách (Ca2+, Na+, NH4
+
, Al
3+
, Mg
2+
, K
+
, Fe
3+
) byly 
vyšetřeny jejich koncentrace v mnoţství 1:1 aţ 1:1000 v  nadbytku nad danou koncentrací 
pouţitého orthofosforečnanu (KH2PO4 = 1·10
-5
 mol∙dm-3). Některé kationty (NH4
+
, Mg
2+
) 
rušily při koncentracích 1·10-3 mol∙dm-3 zvýšenou absorbancí systému a některé kationty 
(Fe
3+
) rušily tvorbou sraţeniny. Jiné kationty (Al3+) rušily aţ při koncentracích  
1·10-2 mol∙dm-3 a jiné (Na+, Ca2+, K+) nerušily ani při tomto tisícinásobném nadbytku. 
Všechny tyto rušící ionty, při takto vysokých koncentracích se běţně v přírodních vodách 
nevyskytují. 
 
 
Graf  63: Vliv koncentrace interferentního kationtu na absorbanci při 650 nm (jako 100% byla brána 
absorbance blanku o hodnotě 1,22, který obsahoval 1·10-5 mol·dm-3 KH2PO4, 0,01 % Brije 35, 
0,06 mol·dm-3 Na2MoO4, 0,4 mol·dm
-3 
H2SO4 , 7,7·10
-5
 mol·dm-3oxalátu malachitové zeleně a 15% obj. 
dimethylformamidu) a vůči ní dopočtené naměřené absorbance roztoku obsahující interferentní prvek 
s vyznačeným rozmezím ± 5%). 
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4.3.3.2 Vliv aniontů 
V ternárním systému s oxalátem malachitové zeleně s přídavkem dimethylformamidu 
rušily nejvíce křemičitany a to jiţ při koncentracích 1·10-4 mol∙dm-3. Při zvyšování 
koncentrace křemičitanů docházelo jiţ k tvorbě sraţeniny. Dalším aniontem, který rušil 
stanovení orthofosforečnanů byly ionty 

3HCO , které však rušily aţ při koncentracích  
1·10-2 mol∙dm-3. Protoţe koncentrace křemičitanů, které ruší toto stanovení se běţně v těchto 
koncentracích vyskytují v přírodních vodách, je nutné tyto anionty maskovat. Jedním z 
moţných způsobů je přidání maskovacího činidla, například kyseliny vinné. 
 
 
Graf 64:Vliv koncentrace interferentního aniontu na absorbanci při 650 nm (jako 100% byla vzata 
absorbance blanku o hodnotě 1,22, který obsahoval 1·10-5 mol·dm-3 KH2PO4, 0,01 % Brije 35, 
0,06 mol·dm-3 Na2MoO4, 0,4 mol·dm
-3 
H2SO4 , 7,7·10
-5
 mol·dm-3oxalátu malachitové zeleně a 15% obj. 
dimethylformamidu) a vůči ní dopočtené naměřené absorbance roztoku obsahující interferentní prvek 
s vyznačeným rozmezím ± 5%). 
4.3.4 Maskování křemičitanů 
Při pouţití kyseliny vinné jako maskovadla křemičitanů bylo nutné nejprve zjistit, zda-li 
samotná kyselina vinná nezpůsobuje interferenci, popřípadě jaká koncentrace kyseliny vinné 
neruší samotné stanovení orthofosforečnanů. Proto byla, podobně jako u určení interference 
ionty, vzata 100% hodnota absorbance blanku (KH2PO4 = 1·10
-5
 mol∙dm-3, Brij 35 = 0,01 %, 
Na2MoO4 = 0,06 mol∙dm
-3
, H2SO4 = 0,4 mol∙dm
-3
, oxalát malachitové  
zeleně = 7,7·10-5 mol∙dm-3 a DMF = 15 % obj.) a vůči ní byly dopočteny naměřené 
absorbance roztoku obsahující kyselinu vinnou v různých koncentracích v systému. 
Kyselina vinná byla přidávána do systému bez křemičitanů v koncentračním rozsahu 1·10-4 
aţ 1·10-1 mol∙dm-3. Z tabulky 8 je patrné, ţe optimalní koncentrace, která se nachází ve 
vyznačeném ± 5% rozsahu je koncentrace 0,01 mol∙dm-3. Tato koncentrace také byla pouţita 
při stanovení reálných vzorků, jelikoţ je to nejvyšší koncetrace kyseliny vinné, kterou lze 
ještě pouţít, aby sama významně nerušila stanovení orthofosfrečnanů. 
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Tabulka 8:Vliv přídavku kyseliny vinné na absorbanci systému měřené proti blanku,  
který neobsahoval kyselinu vinnou a jako 100% byla vzata absorbance blanku obsahující 
1·10-5mol·dm-3 KH2PO4, 0,01 % Brije 35, 0,06 mol·dm
-3 
Na2MoO4, 0,4 mol·dm
-3 
H2SO4 ,  
7,7·10-5 mol·dm-3 oxalátu malachitové zeleně a 15% obj. dimethylformamidu. Absorbance blanku bez 
kyseliny vinné činila 1,2 při 650 nm. 
 
Kyselina vinná 
 c (mol∙dm -3) 
A (650 nm) Absorbance 
systému proti 
blanku (%) 
1·10-4  1,220 101,3 
1·10-3  1,190 99,24 
1·10-2  1,170 97,60 
1·10-1  1,110 92,40 
 
Dále bylo nutné zjistit, jaké mnoţství křemičitanů daná vybraná koncentrace kyseliny 
vinné o koncentraci 0,01 mol∙dm-3 dokáţe zamaskovat. Proto byl opět vzat blank obsahující 
1·10-5 mol∙dm-3 KH2PO4, 0,01 % Brije 35, 0,06 mol∙dm
-3 
Na2MoO4, 0,4 mol∙dm
-3 
H2SO4, 
7,7·10-5 mol∙dm-3 oxalátu malachitové zeleně a 15% obj. dimethylformamidu s přídavkem 
kyseliny vinné  o koncentraci 0,01mol∙dm-3. Absorbance tohoto blanku při 650 nm byla opět 
vzata jako 100% a k tomuto roztoku byly postupně přidávány zvyšující se mnoţství 
křemičitanů. Rozmezí, ve kterém ještě přidané mnoţství křemičitanů nerušilo bylo opět v 
rozmezí ±5% od systému bez křemičitanů.Z tabulky8 je zřejmé, ţe přídavek kyseliny vinné, o 
výsledné koncentraci 0,01 mol∙dm-3 dokáţe zamaskovat 1·10-4  mol∙dm-3 křemičitanů při 
koncentraci 1·10-5 mol∙dm-3 KH2PO4, coţ je dostačující pro stanovení v reálných vzorcích 
přírodních vod. 
 
Tabulka 9:Vliv kyseliny vinné o koncentraci 0,01 mol·dm -3na interferenci křemičitanů (vyjádřených v 
molární a hmotnostní koncentraci) při stanovení orthofosforečnanůJako 100% byla vzata absorbance 
blanku obsahující 1·10-5 mol·dm-3 KH2PO4, 0,01 % Brije 35, 0,06 mol·dm
-3 
Na2MoO4,  
0,4 mol·dm-3 H2SO4, 7,7·10
-5
 mol·dm-3 oxalátu malachitové zeleně, 15% obj. dimethylformamidu a  
0,01 mol·dm-3 kyseliny vinné.  
 
SiO3
2- 
 
 c (mol∙dm -3) 
SiO3
2- 
 
c (mg∙dm -3) 
Absorbance 
systému proti 
blanku (%) 
1·10-5  1,3·10-4 100,0 
1·10-4  1,3·10-3 104,0 
1·10-3  1,3·10-2 144,0 
1·10-2  1,3·10-1 189,0 
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4.3.5 Aplikace ternárního systému na reálné vzorky vod 
Celkem bylo stanoveno 5 reálných vzorků vod, a to 2 vzorky pro tekoucí povrchové vody 
(řeka Jihlava, řeka Svratka), 2 vzorky pro stojaté povrchové vody (Brněnská přehrada) a pitná 
vodovodní voda (VUT FCH). Kaţdý vzorek byl ihned po odběru přefiltrován přes filtr o 
pórovitosti 0,45 μm. 
U minerální vody rušilo příliš velké mnoţství iontů. Proto aplikace těchto systému na tento 
druh vod se jeví jako méně vhodná. 
Stanovení orthofosforečnanů v reálných vzorcích bylo provedeno metodou standardního 
přídavku tak, aby koncentrace přidávaných orthofosforečnanů činila 0,2; 0,4; 0,6; 0,8  
a 1,0 mg∙dm-3. Po té bylo přidáno mnoţství kyseliny vinné o konečné koncentraci 
0,01 mol∙dm-3 a zbytek činidel v pořadí a výsledné koncentraci Brij 35 = 0,01 %,  
Na2MoO4 = 0,06 mol∙dm
-3
, H2SO4 = 0,4 mol∙dm
-3
, MZ – ox = 7,7·10-5 mol∙dm-3,  
DMF = 15 % obj. Po té byl roztok doplněn destilovanou vodou na objem 25 ml v odměrné 
baňce a ponechán 20 min neţ byl proměřen v rozsahu vlnových délek 350 aţ 750 nm, kde 
byla vybrána hodnota maximální absorbance při vlnové délce 650 nm. Měření byla provedena 
celkem třikrát vţdy proti destilované vodě, proto byl ještě proměřen blank, který byl od 
naměřené hodnoty odečten. Pro následné vyhodnocení byl pouţit vztah (22). 
Výsledné koncentrace obsahu orthofosforečnanů  v jednotlivých vzorcích shrnuje 
Tabulka 10. 
 
Tabulka 10: Výsledky reálných vzorků vod. 
Vzorek vody 
Regresní rovnice pro 
kalibrační křivku vzorku 
vody 
Výsledná koncentrace 
orthofosforečnanů 
 (mg·dm-3) 
Povrchová voda 
(řeka Svratka) 
y = 0,9321x + 0,2231 0,23 ± 0,05 
Povrchová voda 
(Brněnská přehrada – 
dolní část) 
y = 0,8967x + 0,2581 0,55 ± 0,02 
Povrchová voda 
(Brněnská přehrada – 
horní část) 
y = 1,1749x + 0,6286 0,57 ± 0,04 
Povrchová voda 
(řeka Jihlava) 
y = 1,0229x + 0,2110 0,42 ± 0,01 
Pitná voda 
(Brno) 
y = 0,7981x + 0,2162 0,16 ± 0,02 
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4.4 Ostatní pouţitá barviva 
Ze zkoušených barviv byly testovány krystalová violeť, Meldolova modř, malachitová 
zeleň, oxalát malachitové zeleně, nilská modř, methylénová modř, pyrokatecholová violeť a 
brilantní zeleň. Všechna barviva reagovala v systému s molybdenanem na přítomnost 
orthofosforečnanů, jen methylénová modř netvořila komplex a absorbance blanku a roztoku s 
orthofosforečnany při různých podmínkách byla stejná. Z této sady barviv byla vybrána 2 
studovaná barviva – oxalát malachitové zeleně a nilská modř, které jevily při různých 
zkoušených podmínkách nejlepší odezvu na orthofosforečnany a zároveň vykazovaly nejvyšší 
diferenci oproti blanku. 
Dále byly sestrojeny kalibrační křivky pro ternární systém s Rhodaminem B  
a Rhodaminem 6G za optimálních podmínek stanovených M. Moosem [38], a byly porovnány 
citlivosti stanovení  těchto dvou Rhodaminů se systémem s oxalátem malachitové zeleně. 
Stanovení v systému s oxalátem malachitové zeleně vykazuje niţší molární absorpční 
koeficient (ε = 111 600 ± 1 935 mol-1·cm-1·dm3) a tím i niţší citlivost neţ u systému 
s Rhodaminem B (ε = 156 400 ± 7 784 mol-1·cm-1·dm3). U Rhodaminu 6G je citlivost niţší 
neţ u systému s oxalátem malachitové zeleně (ε = 85 490 ± 4 291 mol-1·cm-1·dm3). 
 
 
Graf 65: Absorpční spektra jednotlivých barviv. Koncentrace a pořadí jednotlivých komponent v 
ternárním systému byla KH2PO4 =5,5·10
-6
 mol·dm-3, Brij 35 = 0,01 %, Na2MoO4 = 0,06 mol·dm
-3
, 
H2SO4 = 1,0 mol·dm
-3
, barvivo = 7,7·10-5 mol·dm-3. 
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Graf 66: Diferenční absorpční spektra jednotlivých barviv. Koncentrace a pořadí jednotlivých 
komponent v ternárním systému byla KH2PO4 =5,5·10
-6
 mol·dm-3, Brij 35 = 0,01 %,  
Na2MoO4 = 0,06 mol·dm
-3
,H2SO4 = 1,0 mol·dm
-3
, barvivo = 7,7·10-5 mol·dm-3. 
 
Kalibrační závislosti Rhodaminu B a 6G byly sestrojeny stejným zbůsobem jako u předešlých 
závislostí barviv nilské modři či malachitové zeleně. Pro Rhodamin B byla sestrojena 
kalibrační závislost pro 7 kalibračních bodů (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6 a 0,7 mg∙dm-3), pro 
Rhodamin 6G byla sestrojena kalibrační závislost o 10 bodech (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 
0,8; 0,9 a 1,0 mg∙dm-3). Kaţdá koncentrační hladina byla proměřena třikrát při vlnové délce 
572 nm (Rhodamin B) a 552 nm (Rhodamin 6G). 
Byly vypočteny detekční limity z kalibrační křivky pomocí metody dle Millera, metodou 
3σ (IUPAC) a dle Grahama. Dále bylo vypočítáno, ţe testovaná hodnota PG1 je menší neţ 
tabelovaná hodnota Ff1;f2;0,99 a proto lze konstatovat, ţe rozdíl mezi testovanými rozptyly není 
významný a proto lze rozptyly pokládat za homogenní. Proto bylo moţné pouţít jednoduchou 
lineární regresní analýzu. Dále byly porovnány směrodatné odchylky pro lineární a nelineární 
kalibrační funkci, kdy byla porovnána testovaná hodnota PG2 s tabelovanou hodnotou F2, kdy 
opět hodnota PG2 vyšla niţší jak hodnota tabelovaná a lze říci, ţe nelineární kalibrační funkce 
nevede k významně lepší těsnosti. 
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Graf 67: Kalibrační závislost systémuna koncentraci orthofosforečnanů s 1,0mol·dm-3 H2SO4,  
0,01% Brij 35,  8,3·10-5mol·dm-3 Rhodaminem B, 0,03 mol·dm-3 molybdenananem sodným při 572 nm s 
vyznačenou horní (HMIS) a dolní (DMIS) mezí intervalu spolehlivosti a experimentálními daty včetně 
detekčních limitů vypočtených podle Grahama (XDα, XDβ) a detekčního limitu vypočteného podle 
Millera (Xm). 
 
Tabulka 2: Vypočtené hodnoty z kalibrační křivky. 
Xdα 0,010 mg∙dm
-3
 
Xdβ 0,031 mg∙dm
-3
 
X3σ 0,023 mg∙dm
-3
 
Xm 0,021 mg∙dm
-3
 
ε (mol-1.cm-1. dm3) 156 400 ± 7 784 
PG1 0,40 
Ff1,f2;0,99 6,54 
PG2 0,75 
F2 2,15 
 
y = 1,5454x + 0,0198
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Graf 68:Kalibrační závislost systému na koncentraci orthofosforečnanů s 1,0 mol·dm-3 H2SO4,  
0,01% Brij 35, 5·10-5mol·dm-3 Rhodaminem 6G, 0,03 mol·dm-3 molybdenananem sodným při 572 nm s 
vyznačenou horní (HMIS) a dolní (DMIS) mezí intervalu spolehlivosti a experimentálními daty včetně 
detekčních limitů vypočtených podle Grahama (XDα, XDβ) a detekčního limitu vypočteného podle 
Millera (Xm). 
 
Tabulka 3: Vypočtené hodnoty z kalibračí závislosti. 
Xdα 0,008 mg∙dm
-3
 
Xdβ 0,009 mg∙dm
-3
 
X3σ 0,009 mg∙dm
-3
 
Xm 0,021 mg∙dm
-3
 
ε (mol-1.cm-1. dm3) 85 490 ± 4 291 
PG1 1,00 
Ff1,f2;0,99 6,54 
PG2 1,20 
F2 2,15 
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5 ZÁVĚR 
Cílem této diplomové práce byla optimalizace stanovení orthofosforečnanů v ternárních 
systémech. Byly studovány systémy s brilantní zelení, malachitovou zelení, oxalátem 
malachitové zeleně, nilskou modří, Meldolovou modří, methylénovou modří, 
pyrokatecholovou a krystalovou violetí. Z těchto barviv byly vybrány oxalát malachitové 
zeleně a nilská modř, které byly následně optimalizovány pro stanovení nízkých koncentrací 
orthofosforečnanů vyskytujících se běţně ve vodách. Byl také studován ternární systém bez 
organického barviva jako kyselina vanadátomolybdátofosforečná. 
Tyto tři systémy byly porovnány a jako nejlepší se jeví systém s oxalátem malachitové 
zeleně, jelikoţ vykazoval při stanovení orthofosforečnanů největší citlivost. Dále byl studován 
vliv organického rozpouštědla dimethylformamidu u systémů s organickými barvivy.  
Při pouţití dimethylformamidu u systému s oxalátem malachitové zeleně došlo  
k podstatnému zlepšení při zkrácení doby nutné k ustálení absorbance ze 40 minut  
na 20 minut. Pouţití dimethylformamidu u systému s nilskou modří nevykazovalo zlepšení 
podmínek pro stanovení orthofosforečnanů.  
Podmínky pro systém s oxalátem malachitové zeleně byly optimalizovány takto:  
Brij  35 = 0,01 %, Na2MoO4 = 0,06 mol∙dm
-3
, H2SO4 = 0,4 mol∙dm
-3
, oxalát malachitové 
zeleně = 7,7·10-5 mol∙dm-3 a dimethylformamid = 15% obj. 
Dále u tohoto systému byly studovány interference cizích iontů. Nejvíce  
interferujícími ionty, které podstatně ovlivňovaly stanovení, byly křemičitany.  
Ostatní ionty nerušily vůbec )K,Al,NH,Na,NO,Cl,SO( 343
2
4

, nebo aţ při vysokých 
koncentracích )Mg,Fe,HCO( 233
 , které se běţně v přírodních vodách nevyskytují.  
Pro stanovení reálných vzorků vod bylo nutné interferenci křemičitanů potlačit. Jedním ze 
způsobů odstranění těchto interferencí bylo pouţití kyseliny vinné jako maskovadla. 
Optimální koncentrace kyseliny vinné byla 0,01 mol∙dm-3, která dokázala zamaskovat jiţ  
1.10
-4 mol∙dm-3 křemičitanů při koncentraci orthofosforečnanů 1·10-6 mol∙dm-3, coţ jiţ byla 
dostačující hodnota pro stanovení reálných vzorků vod. 
Pomocí kontinuálních variací byla určena stechiometrie v ternárním systému, kde poměr 
malachitová zeleň oxalát : orthofosforečnan v komplexu činil 1:1. 
Pro systém nilská modř – molybdenan sodný – orthofosforečnan byly stanoveny optimální 
podmínky takto: Triton X = 0,003 %, Na2MoO4 = 0,03  mol∙dm
-3
, H2SO4 = 1,4 mol∙dm
-3
, 
nilská modř = 6,4·10-5 mol∙dm-3. Pomocí kontinuálních variací byla také stanovena 
stechiometrie komplexu v poměru nilská modř : orthofosforečnan na hodnotu 1:1. 
Další studovaný systém byl s kyselinou vanadátomolybdátofosforečnou . U tohoto systému 
byla snaha optimalizovat podmínky pro stanovení orthofosforečnanů v nízkých 
koncentracích, vyskytujících se běţně v přírodních vodách. Přesto je však systém vhodnější 
pouţít pro vyšší koncentrace orthofosforečnanů, pohybující se v jednotkách aţ desítkách 
mg∙dm-3, kvůli slabé odezvě systému na nízké koncentrace orthofosforečnanů. V tomto 
případě byly jako optimální koncentrace jednotlivých komponent stanoveny takto: 
HCl = 0,02 mol∙dm-3, NH4VO3 = 0,0005 mol∙dm
-3
, Na2MoO4 = 0,01 mol∙dm
-3
. 
Metoda ternárního systému s oxalátem malachitové zeleně byla aplikována na reálné 
vzorky vod. Byly odebrány 2 vzorky z povrchové stojaté vody (horní a dolní část Brněnské 
přehrady), 2 vzorky z povrchové tekoucí vody (řeka Jihlava a řeka Svratka) a vzorek pitné 
vody z vodovodní sítě (Brno). Všechny vzorky byly po odběru zfiltrovány přes filtr s 
pórovitostí 0,45µm a byla aplikována metoda standardního přídavku.  
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Pro stojatou vodu Brněnské přehrady byla zjištěna koncentrace orthofosforečnanů, která 
činila 0,57 ± 0,04 mg∙dm-3 pro horní část a 0,55 ± 0,02 mg∙dm-3 pro dolní část přehrady. 
Koncentrace orthofosforečnanů u obou vzorků vod z Brněnské přehrady byla přibliţně stejná 
a lze tedy usuzovat, ţe v daném ročním obodobí je koncentrace orthofosforečnanů v celé 
nádrţi stejná. Pro tekoucí vodu řeky Jihlavy byl nalezen obsah orthofosforečnanů  
0,42 ± 0,01 mg∙dm-3 a u vzorku odebraného z řeky Svratky 0,23 ± 0,05 mg∙dm-3. U vzorku 
vodovodní pitné vody z brněnského řadu činil obsah orthofosforečnanů 0,16 ± 0,02 mg∙dm-3. 
U vzorku minerální balené vody nebylo pouţití této metody vhodné kvůli interferenci 
vysokých koncentrací cizích iontů. 
Vybraný systém s oxalátem malachitové zeleně byl dále porovnán s publikovanými 
ternárními systémy, které byly studovány a optimalizovány pro podobná stanovení 
orthofosforečnanů ve vodách. Tyto systémy vyuţívají barviva jako jsou Rhodamin B  
a Rhodamin 6G [38]. Stanovení orthofosforečnanů v systému s oxalátem malachitové zeleně 
bylo citlivější (ε = 111 600 ± 1 935 mol-1·cm-1·dm3) neţ stanovení v systému  
s Rhodaminem 6G (ε = 85 490 ± 4 291 mol-1·cm-1·dm3) a nislkou modří  
(ε = 104 400 ± 4 000 mol-1·cm-1·dm3). Naproti tomu systém vyuţívající Rhodamin B  
(ε = 156 400 ± 7 784 mol-1·cm-1·dm3) vykazuje ve srovnání se zmíněnými optimalizovanými 
systémy největší citlivost. 
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7 SEZNAM POUŢITÝCH POJMŮ A ZKRATEK 
A  absorbance 
AAS atomová absorpční spektrometrie  
CE  kapilární elektroforéza 
CZE kapilární zónová elektroforéza 
ČOV čistírna odpadních vod 
ČR  Česká republika 
EU  Evropská unie 
FES plamenová emisní spektrometrie 
HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie  
ITP  kapilární izotachoforéza 
MZ-ox oxalát malachitové zeleně 
NADH nikotinamid dinukleotid 
NM  nilská modř 
OECD Organizace pro hospodářskou spolupráci a rozvoj 
PVA polyvinylalkohol 
SRN Spolková republika Německo 
UV  ultrafialové záření  
VIS  viditelné záření 
ε  molární absorpční koeficient 
λ  vlnová délka 
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8 PŘÍLOHY 
 
 
Obrázek 7: Mapa místa odběru povrchové tekoucí vody z řeky Jihlavy. GPS souřadnice místa odběru 
jsou: 49°24'21.266" S, 15°35'4.984" V. 
 
 
Obrázek 8: Mapa místa odběru povrchové stojaté vody z Brněnské přehrady. GPS souřadnice míst 
odběrů vzorků jsou pro 1. vzorek (horní úsek): 49°14'48.163" S, 16°30'0.492" V, pro 2. vzorek 
(spodní úsek): 49°13'59.026" S, 16°31'8.139" V. 
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Obrázek 9: Mapa místa odběru povrchové tekoucí vody z řeky Svratky. GPS souřadnice místa odběru 
vzorků jsou: 49°16'7.906" S, 16°27'9.751" V. 
